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RÉSUMÉ EN FRANÇAIS 
 
 La sclérose en plaques (SEP) est caractérisée par des infiltrations 
périvasculaires de cellules immunitaires et par de la démyélinisation au sein du 
système nerveux central (SNC). Ces deux paramètres de la maladie sont associés 
à la fragilisation de la barrière hémato-encéphalique (BHE). En ce sens, le 
recrutement des cellules présentatrices d’antigène (CPA) myéloïdes, telles que les 
monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques, dans le SNC à travers la 
BHE, est une étape cruciale dans l’initiation et la persistance de l’inflammation 
cérébrale. Nerve injury-induced protein (Ninjurin)-1 est une nouvelle molécule 
d’adhérence qui médie une interaction de type homophilique et dont l’expression 
sur l’endothélium vasculaire de la BHE humaine fut identifiée grâce à une analyse 
protéomique des protéines associées à la BHE. Les résultats présentés dans ce 
mémoire montrent que l’expression de Ninjurin-1 augmente dans un contexte 
inflammatoire dans les cultures primaires de cellules endothéliales de la BHE (CE-
BHE) et sur les CPA myéloïdes humaines ex vivo et générées in vitro. De plus, les 
CPA infiltrantes retrouvées dans les lésions cérébrales de patients atteints de SEP 
et dans le SNC des souris atteintes d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale 
(EAE), le modèle murin de la SEP, expriment de hauts niveaux de Ninjurin-1. À 
l’aide du modèle in vitro de la BHE, la neutralisation de Ninjurin-1 restreint 
spécifiquement la migration des monocytes à travers les CE-BHE sans affecter le 
recrutement des lymphocytes, ni la perméabilité des CE-BHE. Enfin, les souris 
atteintes d’EAE et traitées avec un peptide bloquant dirigé contre Ninjurin-1 
présentent une maladie moins sévère ainsi qu’une diminution des CPA infiltrant le 
SNC et ce comparé au groupe contrôle. Ces résultats suggèrent que Ninjurin-1 est 
une molécule d’adhérence de la BHE impliquée dans le recrutement de CPA 
myéloïdes au sein du SNC et qu’elle peut être considérée comme une cible 
thérapeutique potentielle en SEP. 
 
Mots Clés : sclérose en plaques, système nerveux central, encéphalomyélite 
autoimmune expérimentale, barrière hémato-encéphalique, transmigration, cellules 
présentatrices d’antigène, monocytes, cellules dendritiques, molécule d’adhérence, 
Nerve injury-induced protein (Ninjurin)-1. 
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RÉSUMÉ EN ANGLAIS / ABSTRACT 
 
 Multiple Sclerosis (MS) is characterized by perivascular infiltrations of 
immune cells and by demyelination in the central nervous system (CNS). These 
two hallmarks of the disease are associated with the disruption of the blood-brain 
barrier (BBB). The recruitment of monocytes, macrophages and dendritic cells, the 
so-called myeloid antigen-presenting cells (APCs), in the CNS through the BBB is 
thought to play a crucial role in the initiation and the persistence of the disease. 
Therefore the identification of the molecular mechanisms involved in the migration 
of myeloid APCs into the CNS is considered a valid therapeutic option in MS. 
Nerve injury-induced protein (Ninjurin)-1, a novel adhesion molecule that mediates 
homophilic binding, was found to be expressed in the vascular endothelium of the 
BBB following a proteomic screen of human BBB-associated proteins. Ninjurin-1’s 
expression increases during an inflammatory context in primary cultures of 
endothelial cells of the BBB (BBB-ECs) and on ex vivo and in vitro generated 
myeloid APCs. In addition, infiltrating APCs in human MS lesions and in the CNS 
of the murine model of MS, the mice affected with experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE), express high levels of Ninjurin-1. Using an experimental 
model of the BBB, the neutralization of Ninjurin-1 specifically restricts the migration 
of monocytes across the BBB-ECs without affecting the recruitment of lymphocytes 
or the permeability of the BBB-ECs. Finally, EAE mice treated with a Ninjurin-1 
blocking peptide have reduced disease severity and a reduced infiltration of 
myeloid APCs in the CNS, as compared to the control group. Our results show that 
Ninjurin-1 is an adhesion molecule of the BBB involved in the recruitment of 
myeloid APCs to the CNS and is also a potential therapeutic target to dampen 
CNS inflammatory processes, as occurs in MS.  
 
Key words: multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis, 
central nervous system, blood-brain barrier, transmigration, antigen-presenting 
cells, monocytes, dendritic cells, adhesion molecule, Nerve injury-induced protein 
(Ninjurin)-1. 
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 La migration de leucocytes au sein du système nerveux central (SNC) est 
un événement important dans le développement de plusieurs maladies 
neuroinflammatoires, dont la sclérose en plaques (SEP). Plusieurs cellules 
immunitaires se trouvent dans les lésions de SEP, mais leurs mécanismes de 
transmigration n’ont pas encore été complètement élucidés. Plusieurs facteurs 
contribuent à la transmigration des leucocytes et les molécules d’adhérence y 
jouent un grand rôle. Ainsi, l’étude de leur expression, de leur régulation et de leur 
fonction permettra d’approfondir nos connaissances sur le mode d’entrée des 
leucocytes dans le SNC. Dans ce contexte, je me suis intéressée à l’étude d’une 
nouvelle molécule d’adhérence, soit Nerve injury-induced protein (Ninjurin)-1, dans 
le contexte de la SEP. 
 
 
 
1- La sclérose en plaques 
 
1.1 Généralités 
 
La SEP est une maladie chronique de nature auto-immune caractérisée par 
des lésions inflammatoires démyélinisantes au sein du SNC, qui sont associés à la 
fragilisation de la barrière hémato-encéphalique (BHE). La SEP se manifeste sous 
4 formes : la forme cyclique (80%), la forme progressive primaire (10%), la forme 
progressive secondaire (50% de la forme cyclique) et la forme progressive 
récurrente (5%) (Société Canadienne de la Sclérose en Plaques - SCSP). En 
général, la SEP est une maladie hétérogène et les symptômes varient selon la 
région où les dommages axonaux ont lieu. Les personnes atteintes de SEP 
peuvent avoir des dysfonctionnements neurologiques, incluant des troubles de la 
vision, de la sensibilité et de la  locomotion. Deux à 2,5 millions de personnes sont 
atteintes de SEP à travers le monde (Milo and Kahana, 2010). Cette maladie 
atteint majoritairement les personnes âgées de 15 à 40 ans, mais peut également 
se développer durant l’enfance (Yeh et al., 2009). D’ailleurs, la SEP atteint plus de 
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femmes que d’hommes et selon la Société Canadienne de la SEP, le risque de 
développer la SEP est trois fois plus élevé chez les femmes que chez les  hommes 
(Société Canadienne de la Sclérose en Plaques - SCSP). 
 
Même si la SEP est connue depuis 1868, la cause de cette maladie n’est 
toujours pas identifiée et il n’y a aucune façon de prédire l’apparition de la maladie 
ou de ses symptômes. Des études indiquent qu’une combinaison de facteurs 
génétiques et environnementaux jouerait des rôles dans l’étiologie de la maladie. 
Depuis 1973, il est reconnu que la présence de l’allèle human leukocyte antigen 
(HLA)-DR2 sur le chromosome 6 augmente les risques de développer la SEP 
(Noseworthy et al., 2000; Jersild et al., 1973). De plus, l’emplacement 
géographique, soit la distance de l’équateur et l’ensoleillement (la carence en 
vitamine D), affecterait l’incidence et la prévalence de la SEP (Milo and Kahana, 
2010). Le Canada s’avère donc être un pays ou le risque de développer la SEP est 
très élevé, comme les autres pays situés loin de l’équateur. Enfin, des infections 
virales, dont l’infection par le virus Epstein-Barr (EBV), ont aussi été associées à la 
SEP (Pohl, 2009).  
 
 
1.2 Les lésions de SEP 
 
Les lésions retrouvées au sein du SNC chez les patients atteints de SEP 
sont des foyers inflammatoires qui sont associés à des zones de destruction de la 
gaine de myéline. La gaine de myéline, produite par les oligodendrocytes, 
enveloppe et protège les axones afin d’isoler les fibres nerveuses du SNC. Malgré 
le fait que l’étiologie de la SEP ne soit pas connue, la présence de différentes 
populations de leucocytes dans les lésions de SEP au sein du SNC indique que le 
système immunitaire est largement impliqué dans la pathogenèse de cette maladie 
(Becher et al., 2006). La classification des lésions de SEP dépend de la présence 
ou de l’absence de cellules immunitaires infiltrantes et de la démyélinisation. On 
retrouve dans la littérature plusieurs classifications pathologiques des lésions en 
SEP (Lassmann et al., 2001; Bruck et al., 1995; Bo et al., 1994; Trapp et al., 1998). 
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De ces différents modes de classification nous retenons celui décrit par Bö et 
Trapp (Bo et al., 1994; Trapp et al., 1998) qui demeure le plus utilisé et le plus 
simple. D’après cette classification, le matériel cérébral est classé en quatre 
catégories : 1- la matière blanche d’apparence normale (NAWM - normal 
appearing white matter), 2- les lésions dites actives, 3- les lésions chroniques 
actives et 4- les lésions chroniques inactives (van, V and De Groot, 2000). La 
matière blanche d’apparence normale est caractérisée par une absence de 
démyélinisation (gaine de myéline intacte) et une absence d’infiltration 
leucocytaire. Les lésions actives sont caractérisées par une démyélinisation active 
et par la présence d’infiltrats périvasculaires de lymphocytes T et B, ainsi que de 
macrophages ayant phagocyté de la myéline. Par ailleurs, les lésions chroniques 
actives sont caractérisées par la démyélinisation et par la présence de leucocytes 
au pourtour circonférentiel (extrémités) de la lésion. Finalement, les lésions 
chroniques inactives sont caractérisées par une absence de démyélinisation ou un 
début de remyélinisation et une absence de cellules infiltrantes. 
 
 Normalement, le SNC est défini comme un site dit « immunologiquement 
privilégié ». Cet aspect de la biologie du SNC est en partie assuré par la BHE. 
Dans le SNC des patients atteints de SEP, une augmentation de la perméabilité de 
l’endothélium vasculaire est un des facteurs qui contribue au recrutement de 
cellules immunitaires dans le SNC. Au sein des lésions actives des patients 
atteints de SEP (Schéma 1) on retrouve différentes populations de cellules 
immunitaires, telles que des lymphocytes T mémoires (CD4+ et CD8+), des cellules 
présentatrices d’antigène (CPA) myéloïde (macrophages, cellules dendritiques 
(DC - dendritic cells) et microglies) et des lymphocytes B. Sauf pour les microglies, 
ces cellules proviennent de la périphérie et transmigrent à travers l’endothélium 
vasculaire de la BHE. De nombreux facteurs pro-inflammatoires, tels que des 
cytokines, des chimiokines, des protéases, des dérivés réactifs de l'oxygène et des 
dépositions de compléments contribuent à la destruction de la gaine de myéline 
des axones du SNC et à la déstabilisation de la BHE (Korn, 2008; Issazadeh et al., 
1995; Van Der Voorn et al., 1999; Kennedy et al., 1998; Berman et al., 1996; 
Fuentes et al., 1995; Hendriks et al., 2005; Vos et al., 2003; Karpus and Kennedy, 
1997; Man et al., 2007; Lacraz et al., 1994; Stamatovic et al., 2008; Abbott et al., 
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2006; Argaw et al., 2006). Ces médiateurs pro-inflammatoires proviennent des 
cellules immunitaires infiltrantes, des cellules résidentes du SNC et de 
l’endothélium vasculaire de la BHE. Cette perturbation s’observe également au 
niveau du liquide céphalorachidien (LCR) qui se trouve dans le système 
ventriculaire et méningé du SNC. Le LCR d’une personne saine contient entre 
150,000 et 500,000 cellules immunitaires, tandis que chez les patients atteints de 
SEP ces chiffrent augmentent sensiblement et les comptes cellulaires peuvent être 
jusqu’à 10 fois plus élevé (Schulz and Engelhardt, 2005). Ainsi, plusieurs facteurs 
contribuent à la formation des lésions dans la SEP, dont la présence de leucocytes 
au sein du SNC ainsi que de nombreux facteurs solubles possiblement 
immunologiques. 
 
**
*
 
Schéma 1 : Lésion active dans le cerveau d’un patient atteint de SEP. 
Coloration au Luxol Fast Blue et à l’Hématoxyline & l’Éosine du matériel post-mortem du SNC d’un patient 
atteint de SEP. La coloration au Luxol Fast Blue, qui colore la myéline en bleu (*), nous permet de distinguer 
les régions dans la matière blanche qui sont démyélinisées (**). La gaine de myéline, qui est produite par les 
oligodendrocytes, enveloppe les axones afin d’isoler les fibres nerveuses du SNC. Les lésions actives de SEP 
sont caractérisées par une infiltration périvasculaire de cellules immunitaires (flèches) et d’une région 
démyélinisée qui a perdu la coloration bleutée de la myéline (**). 
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1.3 L’encéphalomyélite autoimmune expérimentale  
 
 Le modèle animal de la SEP, l’encéphalomyélite autoimmune (allergique) 
expérimentale (EAE), constitue l’outil le plus répandu pour l’étude de la SEP in 
vivo. Ce modèle, qui est le plus fréquemment induit chez la souris, est grandement 
utilisé pour récapituler les éléments histopathologiques de la maladie et pour 
simuler l’inflammation autoimmune et la démyélinisation au sein du SNC (Korn, 
2008; Gold et al., 2006). Même si l’EAE est un modèle imparfait, de nombreux 
aspects de l’EAE semblent récapituler les événements cellulaires et moléculaires 
observés en SEP. En effet, le SNC des souris atteintes d’EAE contient des lésions 
démyélinisantes et des infiltrations de lymphocytes T spécifiques à la myéline, de 
macrophages et de DC (McCandless and Klein, 2007). Ainsi, l’EAE fournit 
l’information sur le contenu cellulaire des lésions, sur le recrutement des 
leucocytes et sur l’intégrité de la BHE (Bennett and Stuve, 2009). Chez la souris 
atteinte d’EAE, la majorité de l’infiltration et de la démyélinisation prend place dans 
la moelle épinière des animaux. On retrouve aussi des infiltrations de cellules 
immunitaires dans le cerveau  souvent en l’absence de démyélinisation (Kroenke 
et al., 2010). Ceci contraste avec la maladie humaine où l’infiltration de cellules 
immunitaires et la démyélinisation prend place principalement dans le cerveau, 
même si certaines des lésions sont aussi présentes dans la moelle épinière.  
 
 Contrairement à la SEP, l’EAE n’est pas une maladie spontanée et son 
induction est nécessaire pour le développement des lésions. L’EAE peut être 
induite de façon passive à l’aide d‘un transfert adoptif de lymphocytes T auto-
réactifs et encéphalitogéniques, c’est-à-dire, dont les récepteurs des cellules T 
(RCT) sont dirigés et reconnaissent des peptides de la myéline. L’EAE peut être 
également induite par immunisation active en injectant différents peptides de la 
myéline avec un adjuvant. Dépendamment de la souche murine et du peptide de la 
myéline utilisés, les souris peuvent développer plusieurs formes de la maladie. 
Une maladie monophasique chronique survient suite à une immunisation active 
des souris de la souche C57BL/6 avec le peptide myelin oligodendroyte 
glycoprotein (MOG)35-55. Les souris de la souche SJL développent une maladie 
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cyclique lorsqu’elles sont immunisées activement avec le peptide proteolipid 
protein (PLP)139-151 et elles développent une maladie cyclique et chronique en 
présence du peptide myelin basic protein (MBP)87-99 (Baxter, 2007; Emerson et al., 
2009). L’immunisation se fait en présence d’un adjuvant, soit l’adjuvant complet de 
Freund (CFA – Complete Freund’s Adjuvant), qui augmente l’immunogénicité des 
peptides de la myéline et qui favorise la fonction des CPA. De plus, l’immunisation 
est accompagnée d’injections de la toxine pertussique qui permet d’amorcer une 
réaction immunitaire. La maladie et la manifestation clinique des symptômes est 
ascendante chez les rongeurs atteints d’EAE et l’attribution d’une classification 
clinique (scores cliniques) permet de suivre cette ascension et la progression 
clinique de la maladie. Le système de classification le plus utilisé est décrit comme 
suit : 1- queue flaccide, 2- ataxie, 2,5- faiblesse des membres inférieurs, 3- 
paralysie d’un membre inférieur, 4- paralysie des deux membres inférieurs 4,5- 
faiblesse des membres supérieurs et 5- état moribond. L’EAE induite chez les 
souris C57BL/6 avec le peptide MOG35-55 est un des modèles les plus répandus, 
car l’étude est de courte durée, soit de 20 à 30 jours, le pic de la maladie a lieu aux 
alentours du 14e jour suivant l’immunisation et la souche C57BL/6 est susceptible 
aux mutations transgéniques. En effet, la souche murine C57BL/6 est la souche 
murine la plus utilisée, son élevage est simple et la séquence complète de son 
génome est disponible. Ce modèle permet d’étudier plusieurs aspects de la 
maladie, tels que l’initiation de la réponse immunitaire, le développement de la 
maladie, la migration de leucocytes et la neurodégénération.  
 
 Chez les animaux atteints d’EAE, la tolérance immunitaire contre le soi est 
brisée et il y a une expansion de lymphocytes T auto-réactifs dirigés contre la 
myéline qui migrent jusqu’au SNC pour initier une cascade inflammatoire menant à 
la démyélinisation et à la dégénération axonale (Becher et al., 2006). D’ailleurs, 
l’immunisation des souris à lieu dans la périphérie, à l’extérieur du SNC, et la 
réponse immunitaire initiale, dont l’activation des lymphocytes T naïfs par les CPA, 
a lieu dans les organes lymphoïdes secondaires (Becher et al., 2006). 
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2 - Les lymphocytes T 
 
2.1 Généralités 
 
 Les lymphocytes T sont des leucocytes qui jouent des rôles spécifiques 
dans l’immunité acquise. Les lymphocytes T expriment le RCT, soit un complexe 
de polypeptides qui inclue le cluster of differentiation (CD) CD3+. Ce complexe 
RCT-CD3 est en fait le récepteur antigénique qui reconnaît le complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) des CPA. La présentation antigénique et la 
costimulation nécessaires à l’activation des lymphocytes T seront décrits dans la 
section 3. Une fois activés par les CPA, les lymphocytes T se différencient d’abord 
en lymphocytes effecteurs qui sécrètent différentes cytokines. Ensuite, les 
lymphocytes T effecteurs deviennent des lymphocytes mémoires, capables de 
répondre plus rapidement et plus efficacement suite à la rencontre antigénique. 
Les lymphocytes T activés, effecteurs et mémoires, expriment différents 
marqueurs d’activation, tels que CD25, CD45RO et CD69 chez l’humain et CD44 
et CD69 chez la souris (Kaufmann, 2007). En effet, le marqueur CD25 correspond 
à la chaîne alpha du récepteur de l’interleukine (IL)-2, un facteur de croissance 
pour les lymphocytes T qui est sécrété par ces derniers suivant leur interaction 
avec l’antigène. La prolifération et la polarisation des lymphocytes T a lieu par la 
suite en fonction des facteurs présents dans leur microenvironnement respectif. 
Suite à la présentation antigénique, les lymphocytes T naïfs sont activés et se 
différencient en plusieurs sous-populations de lymphocytes T, dont les 
lymphocytes T auxiliaires (TH - T helper) et les lymphocytes T cytotoxiques (TC) qui 
sont respectivement reconnus par l’expression des molécules membranaires CD4 
et CD8. Enfin, il y a les lymphocytes T régulateurs (Treg) qui sont responsables de 
la tolérance immunologique. Les lymphocytes TH sont d’intérêt, car ces cellules 
jouent des rôles importants dans la pathogénèse de la SEP et de l’EAE. 
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2.2 Le rôle des lymphocytes TH dans la SEP et l’EAE 
 
 Au sein des lésions dans le SNC des patients atteints de SEP et des 
animaux atteints d’EAE on retrouve plusieurs leucocytes dont des lymphocytes T 
mémoires. Il est reconnu que la SEP a des caractéristiques d’une maladie auto-
immune, puisque les lymphocytes T présents dans le SNC sont auto-réactifs et 
encéphalitogéniques, car ils reconnaissent des antigènes du soi provenant de la 
myéline et des oligodendrocytes (Becher et al., 2006). La présence de l’IL-12 
permet aux lymphocytes T de se différencier en lymphocytes TH1, qui jouent un 
rôle dans la défense de l’hôte contre les pathogènes intracellulaires et dans l’auto-
immunité. L’IL-12 est produite par les macrophages, les DC, les lymphocytes B et 
les cellules natural killer (NK) (D'Andrea et al., 1992; Chan et al., 1991). Les 
lymphocytes TH1 sont les principales cellules productrices d’interféron-gamma 
(IFN-γ), mais elles sécrètent aussi l’IL-2, le Tumor necrosis factor (TNF) et le 
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (Kaufmann, 2007). 
La cytokine pro-inflammatoire IFN-γ est retrouvée dans les lésions actives de SEP 
et chez les rongeurs atteints d’EAE au pic de la maladie (Korn, 2008; Issazadeh et 
al., 1995). L’EAE peut être transférée grâce à un transfert adoptif avec les 
lymphocytes TH1 encéphalitogéniques, mais non avec les lymphocytes TH2. Par 
contre, des souris immunisées avec des peptides de la myéline et déficientes en 
IFN-γ (IFN-γ-/-) (Ferber et al., 1996; Chu et al., 2000) ou déficientes du récepteur de 
l’IFN-γ (IFN-γR-/-) (Willenborg et al., 1999) développent l’EAE. Chez ces animaux la 
maladie est aussi plus sévère (Billiau et al., 1988). D’ailleurs, les souris déficientes 
en IL-12 (IL-12-/-), qui est nécessaire pour la différenciation des lymphocytes TH1, 
ont une hypersusceptibilité à l’EAE (Becher et al., 2002; Gran et al., 2002; Cua et 
al., 2003). Pendant des décennies, le paradigme TH1/TH2 a été utilisé, mais selon 
ces dernières observations, il y aurait d’autres facteurs qui joueraient des rôles 
importants dans la pathogenèse de l’EAE et de la SEP. Il y a quelques années, 
une nouvelle sous-population de lymphocytes TH a été identifiée, soit les 
lymphocytes TH17, qui sont importants pour la défense de l’hôte contre les 
pathogènes extracellulaires et qui jouent des rôles dans l’inflammation et l’auto-
immunité (Korn, 2008; Cua et al., 2003). En présence de transforming growth 
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factor-beta (TGF-β), d’IL-6, d’IL-21 et d’IL-23, les lymphocytes T naïfs se 
différencient et prolifèrent en tant que lymphocytes TH17 qui sécrètent l’IL-17, l’IL-
21, l’IL-22 et l’IL-23 (Jager et al., 2009; Korn, 2008; Bettelli et al., 2006; Manel et 
al., 2008; Yang et al., 2008; Veldhoen and Stockinger, 2006). L’IL-6 est sécrétée 
par plusieurs cellules, dont les monocytes, les macrophages, les DC, les 
lymphocytes T et les cellules endothéliales (CE) vasculaires (Ifergan et al., 2008; 
Bailey et al., 2007; McMahon et al., 2005; Ifergan et al., 2008; Ifergan et al., 2008); 
et L’IL-23, qui est produite par les macrophages et les DC (McKenzie et al., 2006; 
Bailey et al., 2007). L’Il-23 est importante pour l’expansion et la stabilisation des 
populations de lymphocytes TH17 encéphalitogéniques qui sont aussi capables de 
transférer l’EAE. Les souris déficientes en IL-23 (IL-23-/-) ou du récepteur de l’IL-23 
(IL-23R-/-) ne développent pas d’EAE (Cua et al., 2003). Kébir et al. ont démontré 
que les lymphocytes TH17 sont capables de traverser la BHE, d’infiltrer le SNC et 
d’induire l’inflammation cérébrale (Kebir et al., 2007). Ces cytokines produites par 
les lymphocytes pro-inflammatoires TH1 et TH17 contribuent au recrutement 
d’autres cellules au SNC en augmentant l’expression de différentes molécules 
d’adhérence et à l’augmentation de la perméabilité de la BHE en diminuant 
l’expression de protéines jonctionnelles qui seront décrites dans la section 4. 
 
 De nombreuses études ont démontré que l’EAE est une maladie médiée par 
les lymphocytes T auto-réactifs dirigés contre la myéline. Ces observations sont 
confirmées par le fait qu’un transfert adoptif de lymphocytes T CD4+ 
encéphalitogéniques dans des animaux sains peut induire l’EAE (Becher et al., 
2006; Engelhardt, 2006). Mais, seuls les lymphocytes T activés sont capables de 
traverser la BHE et d’induire l’EAE, comparativement aux lymphocytes T naïfs 
(Korn, 2008; Flugel et al., 2001; Wekerle et al., 1987; Hickey et al., 1991; 
Engelhardt, 2006). Dans le cerveau humain, les lésions actives de SEP 
contiennent des lymphocytes T auto-réactifs provenant du système immunitaire 
périphérique (Prat et al., 2002) et chez la souris atteinte d’EAE, il est accepté que 
l’activation et l’expansion des lymphocytes T encéphalitogéniques a lieu à la fois 
dans la périphérie et dans le SNC (Becher et al., 2006). L’activation, la polarisation 
et la réactivation des lymphocytes TH1 et TH17 mémoires auto-réactifs, qui sont 
des effecteurs cruciaux dans la SEP et l’EAE, dépendent en grande partie de leurs 
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interactions avec les CPA myéloïdes, soit les monocytes, les macrophages et les 
DC et des cytokines sécrétées par ces derniers. De plus, c’est grâce aux CPAs 
que les lymphocytes T passent de leur état naïf à leur état mémoire, sont activées, 
prolifèrent, traversent la BHE et sécrètent différentes cytokines et chimiokines 
contribuant aux dommages tissulaires au sein du SNC.  
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3 - La présentation antigénique et les cellules présentatrices d’antigène 
 
 La présence de CPA est primordiale pour qu’un lymphocyte T naïf soit 
activé. Suite à des signaux associés aux cytokines pro-inflammatoires ou aux 
pathogènes, les CPA apprêtent les antigènes, deviennent matures et migrent vers 
les organes lymphoïdes secondaires pour présenter ces antigènes aux 
lymphocytes T. En effet, les CPA présentent les antigènes par l’intermédiaire des 
molécules du CMH au complexe RCT-CD3. Cette interaction est suivit de signaux 
de costimulation qui permettent l’activation et la prolifération des lymphocytes T, la 
sécrétion de cytokines et l’augmentation de l’expression de récepteurs de surface, 
tels que CD25, le récepteur du facteur de croissance IL-2 (Hathcock et al., 1994).  
 
 Les CPA et la présentation antigénique sont importantes pour initier et 
maintenir la réponse immunitaire. Les cellules qui présentent l’antigène aux 
cellules T CD4+ par l’intermédiaire des glycoprotéines membranaires du CMH de 
classe II sont appelées les CPA. L’activation complète des lymphocytes CD4 TH 
nécessite deux signaux importants (Schéma 2). D’une part, les CPA apprêtent 
l’antigène et le présentent par l’intermédiaire des molécules du CMH de classe II. 
En effet, suite à l’apprêtement des antigènes, les molécules du CMH de classe II 
sont transportées à la surface membranaire des CPA et ces dernières présentent 
ainsi l’antigène au complexe RCT-CD3. Cette interaction est suivie du deuxième 
signal, soit les signaux de costimulation, qui renforce le premier signal pour 
permettre l’activation, la prolifération et la différenciation des lymphocytes T. Les 
principales molécules de costimulation font partie de la famille B7, B7-1/CD80 et 
B7-2/CD86, qui sont exprimées par les CPA et qui se lient à leurs récepteurs sur 
les lymphocytes T, soit CD28 ou CD152/cytotoxic T-lymphocyte antigen (CTLA)-4 
(Arjmandi et al., 2009). Dans le contexte du CMH de classe II, l’interaction des 
molécules de costimulation B7 avec CD28 active les gènes qui permettent la 
prolifération des lymphocytes T, la sécrétion de cytokines, dont l’IL-2, et 
l’augmentation de l’expression de son récepteur, l’IL-2R (Hathcock et al., 1994). La 
présentation antigénique dans le contexte du CMH de classe II en absence des 
molécules B7 résulte en l’apoptose ou l’anergie des lymphocytes T (Harding et al., 
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1992). D’autres signaux de costimulation facultatifs peuvent être utilisés pour 
activer les lymphocytes T et il s’agit de la molécule CD40, un récepteur de la 
famille des TNF qui est exprimée par les CPA et de son contre-ligand, CD40Ligand 
(CD40L), exprimé par les lymphocytes T. Les molécules d’adhérence et des 
intégrines participent aussi à la présentation antigénique, car elles permettent de 
stabiliser l’interaction entre les CPA et les lymphocytes T. En effet, les molécules 
d’adhérence de la superfamille des immunoglobulines, telles que intercellular 
adhesion molecule (ICAM)-1, exprimées par les CPA, se lie à l’intégrine 
lymphocyte function-associated antigen (LFA)-1 sur les lymphocytes T, lors de la 
présentation antigénique (Dang et al., 1990).  
 
CMH II
RCT
antigène
B7
CD28
CPA
Lymphocyte T CD4+
 
Schéma 2 : La présentation antigénique 
L’activation et la prolifération des lymphocytes TH nécessite la présence des CPA. Les CPA apprêtent 
l’antigène et le présentent par l’intermédiaire des molécules du CMH au complexe RCT-CD3. Les CPA 
présentent l’antigène dans le contexte du CMH de classe II aux lymphocytes TH CD4+. Cette interaction est 
suivie de signaux de costimulation B7 (B7-1/CD80 ou B7-2/CD86) des CPA aux récepteur CD28 exprimés par 
les lymphocytes T. Ces deux signaux activent les gènes permettant l’activation et la prolifération des 
lymphocytes TH, la sécrétion de cytokines et l’augmentation de l’expression de différents récepteurs. 
 
 
3.1 Les CPA non-professionnelles et professionnelles 
 
 Il existe deux types de CPA, soit les CPA non-professionnelles (cellules 
gliales et cellules épithéliales ou endothéliales (CE)) et les CPA professionnelles 
(DC, macrophages et lymphocytes B). Selon l’expression des molécules du CMH 
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et des molécules de costimulation, ces CPA ont différentes capacités de 
présentation antigénique et de costimulation. Les CPA professionnelles seront 
appelées CPA. 
 
 
3.1.1 Les CPA non-professionnelles 
 
 Les CPA non-professionnelles, telles que les cellules gliales du cerveau 
(astrocytes et microglies) et les CE vasculaires, entres autres, peuvent exprimer 
les molécules du CMH de classe II et des molécules de costimulation dans 
certaines conditions inflammatoires (Wu and Laufer, 2007; Ransohoff et al., 2003). 
Par exemple, les CE de la BHE (CE-BHE) expriment les molécules du CMH de 
classe II et la molécule B7 suite à une stimulation par l’IFN-γ. Les astrocytes 
expriment également de hauts niveaux de CMH de classe II et de B7.1, 
lorsqu’activés avec l’IFN-γ (Nikcevich et al., 1997). Cependant, les astrocytes et les 
CE demeurent, même activés, des CPA non-professionnelles (Prat et al., 2000). 
Les microglies seront discutées à la section 3.6. 
 
 
3.1.2 Les CPA professionnelles 
 
 Les CPA professionnelles (macrophages, DC et lymphocytes B) peuvent 
présenter l’antigène et envoyer des signaux de costimulation de façon efficace 
pour permettre l’activation complète des lymphocytes T. Les DC matures sont les 
CPA professionnelles les plus compétentes, car elles expriment constitutivement 
un taux élevé des molécules du CMH de classe II et elles ont une forte activité de 
costimulation leur permettant d’activer les lymphocytes TH naïfs. Tandis que les 
macrophages peuvent seulement présenter l’antigène suite à leur activation par 
phagocytose lorsqu’ils expriment les molécules du CMH de classe II et de 
costimulation (Harding et al., 2003). Enfin, les lymphocytes B expriment 
constitutivement le CMH de classe II, cependant, afin d’exprimer les molécules de 
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costimulation, ils ont besoin d’être activés par des mécanismes dépendants ou 
indépendants des lymphocytes T.  
 
 
3.2 Le rôle potentiel de la présentation antigénique dans la SEP et l’EAE 
 
 Lors du développement des lésions cérébrales inflammatoires chez les 
patients atteints de SEP et chez les souris atteintes d’EAE, la présentation 
antigénique permet l’activation des lymphocytes T qui sécrètent à leur tour 
différentes cytokines favorisant le recrutement et l’activation d’autres cellules et les 
éventuels dommages au SNC. Plusieurs évidences suggèrent que la présence de 
CPA au sein du SNC contribue directement au développement des lésions. 
D’abord, la région du CMH de classe II du génome humain contient les gènes 
HLA-DR, -DP, et -DQ et des études génétiques suggèrent l’implication du gène 
HLA, situé sur le chromosome 6, avec le développement de la SEP (Jersild et al., 
1973). Ensuite, des études ont démontré qu’il existe une corrélation entre la 
présence de CPA et la démyélinisation dès le début de la formation des lésions de 
SEP (McCandless and Klein, 2007; Bruck et al., 1995). De plus, l’activation des 
lymphocytes T naïfs auto-réactifs et leur réactivation (au sein du SNC) sont 
cruciales pour le développement de la SEP et de l’EAE et dépend en grande partie 
de l’infiltration de CPA au sein du SNC (Ifergan et al., 2008; Greter et al., 2005; 
Bailey et al., 2007). Enfin, chez les souris atteintes d’EAE, la présence de CPA 
professionnelles au sein du SNC est importante pour l’initiation, la persistance et 
les phases récurrentes de la maladie (Lambert et al., 2008; McMahon et al., 2005). 
De plus, les souris déficientes pour le CMH de classe II (CMH II-/-) sont résistantes 
à l’EAE (Stuve et al., 2002). Ces informations suggèrent que les interactions entre 
les lymphocytes et les CPA via le CMH de classe II et le RCT sont fortement 
impliquées dans la pathogénèse de la SEP (Wu and Laufer, 2007; Barcellos et al., 
2006). Finalement, le rôle des cellules T CD8+ dans la formation des lésions en 
SEP est controversé. Alors que certaines études suggèrent un rôle important des 
cellules T CD8+ dans la formation des lésions de SEP (Saikali et al., 2007) et que 
les cellules CD8+ auto-réactives peuvent induire l’EAE (Saxena et al., 2008), les 
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animaux déficients dans certaines composantes du complexe du CMH de classe I 
sont plus vulnérables à l’EAE et développent une maladie plus sévère (Linker et 
al., 2005). Par ailleurs, certaines études suggèrent la participation des cellules T 
CD8+ au niveau du dommage tissulaire (Friese and Fugger, 2005), ce qui alimente 
la controverse au sujet du rôle exact des lymphocytes T cellules T CD8+ en SEP et 
en EAE. 
 
 
3.3 Les monocytes 
 
3.3.1 Généralités 
 
Les monocytes sont des cellules mononucléaires phagocytaires circulantes 
provenant de la moelle osseuse et représentant de 5 à 10% des leucocytes 
sanguins, humains et murins (Seta and Kuwana, 2007). Les monocytes ont la 
capacité de se différencier en plusieurs cellules phagocytaires et sont les 
précurseurs des macrophages, des DC, des microglies, des ostéoclastes, des 
cellules de Langerhans et des cellules de Kupffer, entre autres, qui ont chacun des 
fonctions spécifiques (Geissmann et al., 2003). Les monocytes sont des cellules 
phagocytaires qui expriment des molécules d’adhérence et des récepteurs de 
chimiokines leur permettant de circuler dans le sang, la rate et dans différents 
organes (Geissmann et al., 2010; Auffray et al., 2009; Swirski et al., 2009). Les 
principaux rôles des monocytes sont de réapprovisionner les macrophages et les 
DC résidents au sein des tissus dans des conditions physiologiques, ainsi que de 
se rendre et de se différencier en CPA myéloïdes compétentes (macrophages ou 
DC) aux sites inflammatoires pour initier des réponses immunitaires (Leon and 
Ardavin, 2008). Les monocytes procurent aussi des bénéfices dans le tissu 
inflammé, car ils permettent de le « nettoyer », d’enlever les débris et de combattre 
certaines infections bactériennes, par exemple. Ainsi, les monocytes participent 
dans l’immunité innée et acquise. Il est intéressant de noter que les monocytes ex 
vivo ont une très faible capacité de présentation antigénique, car ils expriment 
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seulement les molécules du CMH de classe II et la molécule de costimulation B7-
2/CD86 et ils n’expriment pas les autres molécules B7-1/CD80 et CD40 (Seguin et 
al., 2003a; Seguin et al., 2003b).  
 
 
3.3.2 Les sous-populations et phénotypes des monocytes  
 
 Chez l’humain et la souris, il existe au moins deux sous-populations de 
monocytes. La majorité des monocytes, soit 95% chez l’humain et de 70 à 80% 
chez la souris, sont des monocytes « classiques » et ils sont reconnus par leur 
principal marqueur de surface CD14 chez l’humain et Ly-6C/Gr-1 chez la souris 
(Geissmann et al., 2003). Le marqueur CD14 fait parti du récepteur du 
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries Gram négatives. Les monocytes 
« classiques » sont aussi appelés monocytes « inflammatoires », car ils sont 
recrutés aux sites inflammés où ils se différencient en macrophages ou en DC et 
ce grâce à l’expression de leurs différents récepteurs de chimiokines (Leon et al., 
2005; Geissmann et al., 2003). D’ailleurs, les monocytes CD14+ expriment un 
faible niveau de CD16/FcgRIII et les monocytes Ly-6C/Gr-1+ sont 
CCR2+CD62L+CX3CR1lo. L’expression de ces récepteurs de chimiokines et de 
cette sélectine permet aux monocytes de se rendre  au site d’inflammation. L’autre 
sous-population regroupe le reste des monocytes qui sont reconnus par leur 
marqueur CD16+ et par une faible expression de CD14 chez l’humain (5%), et par 
Ly-6C/Gr-1-CCR2-CD62L-CX3CR1hi chez la souris (20 à 30%) (Geissmann et al., 
2003; Leon et al., 2005; Geissmann et al., 2003). Le récepteur du 
CX3CL1/Fractalkine, CX3CR1, permet aux monocytes Ly-6C/Gr-1- de se rendre 
aux organes non-inflammés afin qu’ils se différencient en cellules résidentes. 
Chaque sous-population de monocytes est fonctionnellement équivalente entre 
l’humain et la souris, mais il y a des différences au niveau des molécules 
impliquées dans leur écotaxie et  dans leur migration vers différents organes (Leon 
and Ardavin, 2008; Leon and Ardavin, 2008). Les monocytes d’intérêt qui seront 
considérés et étudiés dans ce mémoire sont les monocytes « classiques » ou 
« inflammatoires » CD14+.  
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3.3.3 Les monocytes dans le SEP et l’EAE 
 
 Lors de la formation des lésions inflammatoires au sein du SNC chez les 
patients atteints de SEP et les souris atteintes d’EAE, les monocytes se rendent au 
site inflammatoire, soit le SNC, et se différencient en macrophages ou en DC. 
Dans le sang de patients atteints de SEP, il y a une plus grande proportion de 
monocytes qui sécrètent les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-12, comparé 
aux monocytes de donneurs sains (Kouwenhoven et al., 2001). Ces cytokines sont 
importantes pour l’activation et la polarisation des lymphocytes TH1 et TH17, qui 
jouent de rôles importants dans la pathogenèse de la SEP. Chez les animaux 
atteints d’EAE, la présence de monocytes est très importante pour le 
développement de la maladie. En effet, Huitinga et al. et Tran et al. ont démontré 
que la déplétion systémique des monocytes résulte en l’absence d’infiltration 
périvasculaire de lymphocytes et une absence du développement de l’EAE 
(Huitinga et al., 1995; Tran et al., 1998). Ces résultats démontrent l’importance de 
la présence des monocytes, soit les précurseurs des CPA myéloïdes pour la 
présentation. Plus récemment, King et al. ont démontré qu’un enrichissement de la 
population des monocytes murins Ly-6Chi, à l’aide de liposomes de clodronate, 
rend l’EAE plus sévère et ce comparé aux souris contrôles (King et al., 2009). 
Ainsi, plusieurs études illustrent l’importance de la présence de monocytes dans 
de développement de l’EAE. 
 
 Des études histopathologiques de matériel du SNC de patients atteints de 
SEP et d’animaux atteints d’EAE démontrent une augmentation de l’expression de 
certaines chimiokines telles que les chimiokines de type C-C (CCL)2/MCP-1, 
CCL3/ macrophage inflammatory protein-1alpha (MIP-1α), le CCL5/RANTES et le 
ligand des chimiokines C-X-C (CXCL)10/ inducible protein (IP)-10 dans les cellules 
endothéliales (CE), les astrocytes et les infiltrats périvasculaires des lésions 
actives (Prat et al., 2002; Simpson et al., 1998; Van Der Voorn et al., 1999; 
Kennedy et al., 1998; Berman et al., 1996). La chimiokine CCL2/MCP-1, qui se lie 
aux récepteurs des chimiokines C-C (CCR)2 ou CCR4, est un facteur important 
pour le recrutement des monocytes et est une des principales chimiokines 
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sécrétée par les CE-BHE (Prat et al., 2002) et elle est également sécrétée par les 
astrocytes et les microglies. Il a été démontré par des études transgéniques chez 
des souris surexprimant CCL2/MCP-1 qu’il y a une augmentation de la 
transmigration des monocytes et de macrophages au sein du cerveau (Fuentes et 
al., 1995). Karpus et al. ont démontré que l’utilisation d’un anticorps bloquant 
CCL2/MCP-1, chez des souris atteintes d’EAE cyclique, diminue la sévérité de la 
maladie (Karpus and Kennedy, 1997). De plus, des souris déficientes pour le 
récepteur CCR2 (CCR2-/-) ne développent pas l’EAE (Fife et al., 2000). Enfin, des 
études précliniques montrent que la neutralisation de CCR2 dans la SEP démontre 
une atténuation de la maladie (Luster et al., 2005; Izikson et al., 2002). Ici, 
l’importance du recrutement de monocytes au SNC est bien démontrée à l’aide 
d’études in vitro, in vivo et précliniques.  
 
 
3.4 Les macrophages 
 
3.4.1 Généralités 
 
 Les macrophages sont des cellules phagocytaires résidentes qui se 
trouvent dans les organes lymphoïdes et non lymphoïdes (Geissmann et al., 
2010). Les précurseurs des macrophages sont les monocytes, tel que mentionné 
plus haut. Les macrophages jouent des rôles importants dans l’immunité innée et 
acquise et sont principalement responsables de l’élimination de débris et de 
cellules apoptotiques suite aux évènements inflammatoires dans les différents 
organes. Les macrophages sont des CPA professionnelles qui sont importants 
pour la présentation antigénique et l’activation des lymphocytes TH. 
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3.4.2 L’activation des macrophages  
 
 Le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) et l’IFN-γ permettent la 
différenciation des monocytes en macrophages et leur activation (Jager et al., 
2009; Leon et al., 2005; Menetrier-Caux et al., 2001). L’IFN-γ, qui est 
principalement sécrété par les lymphocytes TH1, est un des plus puissants 
activateurs de macrophages (Dalton et al., 1993). Le passage des monocytes à 
travers l’endothélium permet également leur différenciation en macrophages selon 
la présence de différentes cytokines présentent dans le microenvironnement 
cérébral ou qui sont sécrétées par différentes cellules. Enfin, suite à leur activation 
par phagocytose, les macrophages deviennent des CPA professionnelles qui 
expriment les molécules du CMH de classe II et les molécules de costimulation B7 
(Harding et al., 2003). Étant donné qu’il y a une faible quantité de macrophages 
dans le sang périphérique, leur étude in vitro nécessite leur génération à partir de 
leur précurseur, soit les monocytes sanguins. Donc, l’activation in vitro des 
macrophages est nécessaire pour les différentes études impliquant les CPA. Suite 
à l’isolation de cellules mononucléaires du sang périphérique, ces dernières sont 
placées sur une surface en plastique pour qu’ils y adhèrent. Les cellules 
adhérentes représentent les monocytes, soit les précurseurs des macrophages et 
des DC (Seguin et al., 2003a). Après quelques jours de culture, sans l’ajout de 
cytokines exogènes, les monocytes se différencient en macrophages.  
 
 
3.4.3 Les sous-populations et phénotypes des macrophages 
 
 Les macrophages sont reconnus par les marqueurs CD68+HLA-DR/CMH-II+ 
CD14+CD209/dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin (DC-SIGN)+ 
chez l’humain et CD45hiCD11c-CD11b+F4/80+ chez la souris. Certains de ces 
marqueurs sont aussi exprimés par les microglies, mais le marqueur CD45 qui est 
faiblement exprimés à la surface des microglies murines (CD45lo) permet de les 
différencier des macrophages. Les macrophages sont aussi divisés en deux sous-
populations selon les récepteurs de chimiokines exprimés et selon leurs fonctions. 
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Les macrophages « inflammatoires » sont CCR2hiCX3CR1lo et se rendent au site 
d’inflammation pour participer à la réponse immune. Les macrophages 
« homéostatiques » expriment les marqueurs CCR2loCX3CR1hi et ils représentent 
la population des macrophages résidents dans différents organes (Luster et al., 
2005; Geissmann et al., 2003; Ancuta et al., 2003). 
 
 
3.4.4 Les macrophages dans la SEP et l’EAE 
 
 Les macrophages sont aussi retrouvés dans le SNC des patients atteints de 
SEP et chez les souris atteintes d’EAE. Dans le SNC, les macrophages activés 
peuvent sécréter différents médiateurs proinflammatoires tels que le glutamate, les 
cytokines pro-inflammatoires tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), l’IL-12, l’IL-1 et 
l‘IL-6, des radicaux libres tels que l’oxyde nitrique et les métalloprotéinases de la 
matrice (MMP - matrix metalloproteinases) MMP-12 et -19 (Hendriks et al., 2005; 
Vos et al., 2003; van Horssen et al., 2006). Ces médiateurs pro-inflammatoires 
permettent l’activation et la prolifération de lymphocytes T, endommagent la 
matrice extracellulaire associée à la BHE et endommagent les axones dans le 
SNC. Des études ont démontré que du milieu conditionné par les macrophages, 
contenant du glutamate, est capable d’induire des dommages in vitro aux axones 
et aux neurones (Hendriks et al., 2005; Flavin et al., 1997; Piani and Fontana, 
1994). Enfin les études de Huitinga et al. et de Tran et al. ont démontré que la 
déplétion systémique des monocytes, soit les précurseurs des macrophages et 
des DC, résulte en l’absence du développement de l’EAE (Huitinga et al., 1995; 
Tran et al., 1998). 
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3.5 Les cellules dendritiques  
 
3.5.1 Généralités 
 
 Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules migratoires dérivées de la 
moelle osseuse qui jouent des rôles importants dans l’immunité innée et acquise, 
ainsi que dans la tolérance immunitaire (Arjmandi et al., 2009; Chavarria and 
Alcocer-Varela, 2004; Guermonprez et al., 2002; Reis e Sousa, 2006). Tel que 
mentionné plus haut, les monocytes se différentient en DC (Leon and Ardavin, 
2008). Les DC sont des CPA professionnelles demeurant dans les tissus de 
l’organisme ou dans les organes lymphoïdes secondaires (rate et ganglions 
lymphatiques) pour échantillonner leur environnement respectif, phagocyter les 
antigènes et subséquemment initier une réponse immunitaire lymphocytaire (Wu 
and Laufer, 2007). 
 
 
3.5.2 Le développement et différenciation des DC 
 
 Dès que les DC rencontrent des antigènes, tels que des pathogènes, des 
débris cellulaires ou des produits bactériens, elles deviennent matures, ou activées 
et elles migrent vers les organes lymphoïdes secondaires pour présenter les 
antigènes et activer les lymphocytes T (Arjmandi et al., 2009). Dans leur état 
immature, les DC ont la capacité de phagocyter les antigènes et subséquemment 
initier une réponse immunitaire dans leur état mature (de Vos et al., 2002). La 
maturation des DC implique l’augmentation de l’expression des molécules de 
costimulation, mentionnées plus haut, et l’apprêtement des antigènes suivi du 
transport des molécules du CMH à la surface membranaire. Ces changements 
donnent ainsi la capacité aux DC matures de présenter les antigènes au complexe 
RCT-CD3, de délivrer des signaux de costimulation et d’activer des lymphocytes T 
naïfs (Wu and Laufer, 2007). Les DC matures dérivés des monocytes ont la 
capacité de polariser les lymphocytes TH CD4+ vers une réponse TH1, TH2 ou TH17 
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(Leon and Ardavin, 2008; Leon and Ardavin, 2008). Ainsi, les DC permettent de 
faire le lien entre le l’immunité innée et acquise, et permettent ainsi d’activer la 
réponse des lymphocytes TH et d’initier d’autres réponses immunitaires (Palucka 
and Banchereau, 1999). 
 
 Le sang périphérique contient une faible quantité de DC, qui représentent 
0,1% des leucocytes circulants et la plupart de ces DC circulantes sont immatures  
(Arjmandi et al., 2009; Wu and Liu, 2007). Ainsi, la majorité des études in vitro sont 
réalisées avec des DC générées à partir des monocytes du sang périphérique, soit 
les précurseurs des DC (Wu and Laufer, 2007). In vitro, la différentiation des 
monocytes en DC se fait en deux étapes et Sallusto et Lanzavecchia ont été les 
premiers à démontrer la capacité de générer des DC matures à partir de 
monocytes humains du sang périphérique (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). 
Chez l’humain et la souris, les monocytes mis en culture avec le GM-CSF et l’IL-4 
se différencient en DC immatures qui expriment de faibles niveaux du CMH de 
classe II et des molécules de costimulation (Leon et al., 2005; Sallusto and 
Lanzavecchia, 1994; Leon et al., 2004; Agger et al., 2000). La maturation des DC 
peut se faire en présence de LPS, de TNF-α, d’IFN-γ ou de CD40L, leur 
permettant ainsi d’augmenter l’expression des molécules du CMH de classe II et 
des molécules de costimulation (Leon et al., 2005; Ardavin et al., 2001). Dans le 
SNC, le GM-CSF peut être localement produit par les astrocytes et les 
lymphocytes T infiltrants (Lambert et al., 2008; Krasowska-Zoladek et al., 2007; 
Ponomarev et al., 2007). De plus, le GM-CSF permet la mobilisation des 
leucocytes de type myéloïde au site d’inflammation à partir de la moelle osseuse et 
ce dans un contexte inflammatoire (Hamilton, 2002). L’IL-4 est sécrétée par les 
lymphocytes TH2 activés, les mastocytes et les basophiles et elle favorise le 
développement des DC en inhibant la production de M-CSF, importante pour la 
différenciation des monocytes en macrophages (Leon et al., 2005; Menetrier-Caux 
et al., 2001). Lors de la différenciation des DC, les récepteurs de chimiokines sont 
modulés de sorte à réguler leur écotaxie. Par exemple, l’expression de 
CCR7/CD197 augmente pour permettre aux DC de se rendre aux organes 
lymphoïdes secondaires, tandis que l’expression de récepteurs CCR1, CCR2 et 
CCR5 diminue pour empêcher la CPA de se rendre directement au site 
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d’inflammation (Arjmandi et al., 2009; Sallusto et al., 1998; Sozzani et al., 1998). Il 
est intéressant de noter que la génération de DC à partir de monocytes n’implique 
pas leur prolifération (Leon et al., 2005). La différenciation de monocytes en DC 
peut se faire sans l’ajout de cytokines exogènes, mais grâce à leur passage à 
travers l’endothélium vasculaire ou à travers l’épithélium (Muller and Randolph, 
1999; Randolph et al., 1998). Ifergan et al. ont démontré que le passage de 
monocytes à travers des cultures primaires de CE-BHE, dans le modèle in vitro de 
la BHE (décrit dans la section 4.2), permet leur différenciation en DC (Ifergan et 
al., 2008) . En effet, une analyse plus approfondie a permise de démontrer que 
l’endothélium vasculaire sécrète différentes cytokines, telles que le TGF-β et le 
GM-CSF, qui sont importantes pour la génération des DC.  
 
 
3.5.3 Les sous-populations et phénotypes des DC 
 
 Les DC matures sont reconnues par différents marqueurs et sont CD14-
HLA-DR/MHC-II+CD209/DC-SIGN+ chez l’humain et CD45hiCD11c+ chez la souris. 
De plus, la morphologie des DC matures est modifiée et elles possèdent de 
longues extensions cytoplasmiques ressemblant aux dendrites, d’où leur nom. Les 
DC matures peuvent se différencier en deux sous-populations avec différents 
marqueurs et fonctions. Les DC myéloïdes (mDC) se différencient par les 
marqueurs CD11c+CD83+ chez l’humain et CD11c+CD11b+ chez la souris, tandis 
que les DC plasmacytoïdes (pDC) sont CD11c-CD123+ chez l’humain et 
CD11c+CD11b-B220+ chez la souris (Bailey-Bucktrout et al., 2008). Les mDC 
sécrètent de hauts niveaux d’IL-12 et favorisent l’expansion des lymphocytes pro-
inflammatoires TH1 et TH17, selon les cytokines présentes dans le 
microenvironnement (Bailey et al., 2007; Cella et al., 1996; Macatonia et al., 1995; 
Jarrossay et al., 2001). Cependant, les pDC sécrètent l’IL-4 et l’IL-10 et favorisent 
l’expansion des lymphocytes TH2 (Bailey-Bucktrout et al., 2008; Rissoan et al., 
1999; Matsuda et al., 2002). Ainsi, les mDC et les pDC favorisent respectivement 
une réponse pro-inflammatoire TH1 ou TH17 et une réponse anti-inflammatoire TH2. 
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3.5.4 Les DC dans la SEP et l’EAE 
 
 Lors de la formation des lésions inflammatoires cérébrales au sein du SNC 
chez les patients atteints de SEP, le nombre de DC est plus élevé, spécialement 
dans le LCR, et elles sont plus activées et ce comparé au DC des personnes 
saines (Wu and Laufer, 2007; Pashenkov et al., 2002). D’ailleurs, il y a moins de 
mDC CD83+ circulantes chez les patients atteints de SEP comparé aux contrôles 
sains (Lopez et al., 2006), suggérant qu’il y a un recrutement et une accumulation 
de mDC au SNC. La capacité des DC à activer et à réactiver les lymphocytes 
encéphalitogéniques est importante pour le maintient de la réponse immunitaire 
durant l’inflammation cérébrale dans le SNC des patients atteints de la SEP. Il a 
été suggéré que cette caractéristique des DC serait responsable de la chronicité 
de la maladie (Pashenkov et al., 2003). En effet, des lymphocytes T spécifiques 
aux peptides de la myéline isolées du SNC de souris atteintes d’EAE ainsi que les 
astrocytes et les cellules endothéliales produisent de niveaux élevés des 
chimiokines CCL2, CCL3 et CCL5, qui permettent d’attirer les DC immatures et les 
lymphocytes TH (Miller et al., 2007; Bailey et al., 2007; Vecchi et al., 1999). 
D’ailleurs, ces DC immatures deviennent des DC matures lors de leur passage à 
travers l’endothélium et grâce à la présence de différentes cytokines et chimiokines 
dans ce microenvironnement et peuvent ainsi activer les cellules T. Il est 
intéressant de noter que Serafini et al. ont démontré que les DC sont les premiers 
leucocytes à être recrutés au sein du SNC durant l’initiation de l’EAE (Serafini et 
al., 2000; Karman et al., 2004). Une seconde observation intéressante faite par 
Serafini et al. porte sur la proximité entre les DC CD209/DC-SIGN+ et les 
lymphocytes T dans les lésions de SEP, suggérant l’importance de leur interaction 
physique et le rôle des DC dans la présentation antigénique et la réactivation des 
lymphocytes à l’intérieur du SNC (Arjmandi et al., 2009; Serafini et al., 2006; 
Karman et al., 2004). D’ailleurs, Greter et al. ont démontré que les mDC, dérivées 
des monocytes sanguins dans les souris atteintes d’EAE, migrent vers l’espace 
périvasculaire des lésions inflammatoires et sont suffisantes pour présenter les 
antigènes aux lymphocytes T auto-réactifs dirigés contre la myéline et pour ainsi 
initier la neuroinflammation et le développement de la maladie (Greter et al., 2005). 
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Enfin, les souris déficientes en GM-CSF (GM-CSF-/-), c’est-à-dire qui ne peuvent 
pas développer de DC, et les souris saines traitées en présence d’anticorps 
neutralisant le GM-CSF sont résistantes à l’EAE (McQualter et al., 2001). 
 
 
3.6 Les microglies 
 
 Les microglies sont les macrophages résidents du SNC, soit du cerveau et 
de la moelle épinière. Ces cellules gliales sont dérivées des cellules souches 
hématopoïétiques de la moelle osseuse et lors du développement fœtal elles se 
dirigent vers le SNC où elles exerceront leur différentes fonctions, telles que 
phagocyter et présenter les antigènes (Rezaie and Male, 1999). Les microglies 
sont des CPA non-professionnelles et elles constituent 10% des cellules du 
parenchyme et sont la première ligne de défense du SNC (Becher et al., 2006). 
Dans des conditions inflammatoires dans le SNC, les microglies, qui sont les 
macrophages résidents du SNC, augmentent leur expression de surface des 
molécules du CMH de classe II et des molécules de costimulation, telles que B7-
1/C80, B7-2/CD86 et CD40 (Streit and Graeber, 1993; Becher and Antel, 1996; 
Ulvestad et al., 1994; Aloisi, 2001). Les cellules microgliales activées ont d’ailleurs 
la capacité d’induire l’activation et la prolifération des lymphocytes T CD4, à des 
niveaux intermédiaires entre les CPA professionnelles et les astrocytes (Aloisi et 
al., 1998; Becher et al., 2006). Les microglies sont donc considérées comme des 
CPA partiellement compétentes. Il est intéressant de noter que Mildner et al. ont 
observé que lors de la fragilisation de la BHE, une repopulation des microglies au 
sein du SNC à lieu (Mildner et al., 2007). 
 
 Donc, la compréhension des mécanismes d’activation et d’actions des 
différentes sous-populations de lymphocytes T, de monocytes, de macrophages et 
de DC nous permettra de comprendre les mécanismes biologiques qui mènent à la 
formation des plaques en SEP et en EAE et d’identifier de nouvelles cibles 
thérapeutiques pour les différentes maladies inflammatoires du système nerveux. 
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4 - La barrière hémato-encéphalique 
 
Le cerveau est un organe dit « immunologiquement privilégié ». Cet état est 
assuré, en partie, par la BHE qui restreint l’accès des cellules immunitaires 
circulantes, des molécules sanguines et de molécules hydrosolubles au sein du 
SNC, tout en contrôlant les échanges entre le sang et le SNC. Ainsi, la BHE 
protège le SNC et maintient un microenvironnement cérébral stable. Par contre, la 
BHE est semi-perméable, puisqu’elle permet l’acheminement des nutriments 
nécessaires au SNC grâce à différentes transporteurs, tels que les transporteurs 
de glucose (glucose transporter (GLUT)-1) et les transporteurs d’acides aminés  
neutres (LAT1 - large neutral amino acid transporter) (Abbott et al., 2006). Des 
transporteurs sont aussi utilisés pour évacuer les métabolites toxiques du SNC. Le 
passage des molécules ou des cellules à travers la BHE peut se faire à travers les 
cellules endothéliales (transcellulaire) ou entre les cellules endothéliales 
(paracellulaire). Malgré l’accès limité des cellules immunitaires au SNC, certaines 
de ces cellules immunitaires, telles que des lymphocytes T cytotoxiques, doivent y 
avoir accès pour effectuer une surveillance immunitaire du cerveau et de la moelle 
épinière. Ces cellules patrouillent le parenchyme cérébral et interviennent pour 
contrôler différentes affections, comme les infections bactériennes ou virales, ainsi 
que le développement des tumeurs qui peuvent avoir lieu dans le SNC. 
 
 
4.1 La régulation de la perméabilité de la BHE et phénotypes des CE-BHE 
 
La BHE est formée de CE spécialisées reliées ensemble par un réseau 
complexe de protéines jonctionnelles, incluant les jonctions serrées (JS) et les 
jonctions adhérentes (JA). Dans le SNC, les CE-BHE sont aussi associées à la 
matrice extracellulaire (MEC) et aux astrocytes (Schéma 3).  
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Schéma 3 : La barrière hémato-encéphalique  
La BHE est formée de CE spécialisées reliées ensemble par un réseau complexe de protéines jonctionnelles 
(JS et JA). Les CE spécialisées n’ont pas de fénestrations, ont une activité pinocytotique très faible et elles 
possèdent des JS inhibant le passage transcellulaire de molécules à travers la BHE contribuant ainsi à son 
imperméabilité. Du côté abluminal de l’endothélium vasculaire de la BHE, les CE sont entourées et associées 
à une matrice extracellulaire (MEC), qui est à son tour entourée d’astrocytes qui sécrétent des facteurs 
solubles contribuant à l’étanchéité et aux propriétés d’imperméabilité de la BHE. 
 
 
Les CE-BHE sont des CE spécialisées qui ne possèdent pas de 
fénestrations, ont une activité pinocytotique très faible et qui possèdent des JS 
inhibant le passage transcellulaire de molécules à travers la BHE, contribuant ainsi 
à son imperméabilité (Engelhardt and Sorokin, 2009). Les JS de la BHE 
restreignent et contrôlent le mouvement des molécules et des cellules entre la 
circulation systémique et le SNC.  
 
 Les CE-BHE sont identifiées grâce à différents marqueurs spécifiques, soit 
des molécules d’adhérence, des protéines jonctionnelles, des facteurs ou même 
des transporteurs. Par exemple, les marqueurs suivants sont utilisés pour 
confirmer l’identité des CE-BHE; intercellular adhesion molecule (ICAM)-1/CD54, 
vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1/CD106, platelet/endothelial cell 
adhesion molecule (PECAM)-1/CD31, melanoma cell adhesion molecule 
(MCAM)/CD146, Claudin-5, zona occludens (ZO)-1, GLUT-1, le facteur VIII, le 
facteur von Willebrand (vWF), Ulex Agglutenens Europaensis (UAE)-1-binding 
sites, l’antigène endothélial HT-7 et Caveolin-1. Aucun de ces marqueurs n’étant 
purement spécifiques aux cellules endothéliales cérebrales, leur utilisation 
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individuelle est inutile et tous ces marquages doivent être effectués simultanément 
pour confirmer l’identité des cellules. 
 
 
4.1.1 Les jonctions serrées 
 
 Plusieurs types de protéines font partis du complexe des jonctions serrées 
(JS), soit les protéines transmembranaires (occludin, claudin et junctional adhesion 
molecule (JAM)) et les protéines cytoplasmiques (zona occludens (ZO), cingulin, 
AF-6 et 7H6) (Engelhardt and Sorokin, 2009; Hawkins and Davis, 2005; Wolburg 
and Lippoldt, 2002). Les protéines transmembranaires des JS se lient de façon 
homotypique avec leur contre-ligand sur la cellule adjacente et contribuent à 
l’imperméabilité de la BHE. Des études ont démontré que les protéines des JS 
essentielles pour empêcher le passage paracellulaire à travers la BHE sont 
occludin et claudin-5 (McCaffrey et al., 2007; Nitta et al., 2003; Harhaj and 
Antonetti, 2004; Huber et al., 2001). Les JAM (-A, -B, -C) sont des membres de la 
superfamille des immunoglobulines et peuvent médier une adhérence de type 
homophilique ou hétérophilique (Stamatovic et al., 2008; Bazzoni and Dejana, 
2004). JAM-A n’est pas seulement une molécule des JS, mais elle participe 
également à la transmigration de monocytes à travers les CE-BHE (Martin-Padura 
et al., 1998). Les protéines accessoires cytoplasmiques des JS, telles que cingulin, 
AF-6 7H6 et ZO (ZO-1, -2 et -3), permettent aux protéines transmembranaires des 
JS de s’ancrer au cytosquelette des CE-BHE. 
 
 
4.1.2 Les jonctions adhérentes  
 
 Les jonctions adhérentes (JA) constituent un autre type de jonctions entre 
les CE-BHE. La principale JA est la cadhérine Vascular endothelial (VE-cadherin) 
qui médie aussi une interaction de type homophilique (Dejana et al., 2008). Les 
protéines cytoplasmiques des JA sont les caténines (α-, β-, γ- et p120) (Stamatovic 
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et al., 2008; Nagafuchi, 2001). Des études ont démontré que les JA jouent des 
rôles dans les mécanismes initiaux de reconnaissance entre les CE et les 
leucocytes (Stamatovic et al., 2008; Nagafuchi, 2001; Rubin and Staddon, 1999; 
Ueno, 2007).  
 
 Ainsi, les protéines jonctionnelles des CE-BHE, soit les JS et les JA, sont 
primordiales pour conserver les propriétés d’imperméabilité et d’étanchéité de la 
BHE. Ces complexes protéiques empêchent le passage de certaines molécules et 
des leucocytes vers le SNC, à travers la BHE, pour garder un environnement 
cérébral stable.  
 
 
4.1.3 La matrice extracellulaire 
 
Les CE-BHE interagissent avec les protéines de la matrice extracellulaire 
(MEC) qui constituent la lame basale. La MEC se trouve du côté abluminal des 
CE-BHE et elle est composée de collagènes, de fibrilline, de laminine et de 
fibronectine (Man et al., 2007). Ces derniers jouent des rôles dans le SNC, tels que 
maintenir l’intégrité de la BHE et de la lame basale et favoriser les communications 
avec les astrocytes (van Horssen et al., 2007; Yurchenco and Schittny, 1990; 
Colognato and Yurchenco, 2000). La MEC contient certaines métalloprotéinases 
de la matrice (MMP - matrix metalloproteinases) qui sont des enzymes 
protéolytiques jouant des rôles dans la maintenance et le remodelage de la MEC. 
Dans des conditions inflammatoires du SNC, les lymphocytes T, les monocytes et 
les macrophages sécrètent de nombreuses MMP additionnelles, telles que MMP-1, 
-2, -9, et -12, qui dégradent la MEC et qui facilitent la transmigration des 
leucocytes au sein du SNC (Man et al., 2007; Lacraz et al., 1994; Sasaki et al., 
2004).  
 
 
 
43 
 
 
4.1.4 Les astrocytes 
 
 Les CE-BHE interagissent également avec les astrocytes présents dans le 
SNC. En effet, les pieds astrocytaires englobent le côté basolatéral des CE-BHE. 
Les astrocytes sécrètent différents facteurs solubles qui contribuent à l’étanchéité 
et aux propriétés imperméables de la BHE, tels que TGF-β (Behzadian et al., 
1995; Tran et al., 1999), glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) (Igarashi 
et al., 1999; Utsumi et al., 2000), vascular endothelial growth factor (VEGF), brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) et Angiotensin II (Wosik et al., 2007). Ces 
derniers favorisent les propriétés d’imperméabilité de la BHE en favorisant 
l’expression de molécules des jonctions serrées (JS), décrites ci-dessus, diminuant 
ainsi la perméabilité paracellulaire entre les CE-BHE (Siddharthan et al., 2007). Il a 
été démontré que le milieu conditionné par les astrocytes (MCA), qui contient 
plusieurs facteurs solubles, diminue la perméabilité de la BHE dans un modèle in 
vitro de la BHE humaine, suite à la diminution de la diffusion de traceurs solubles à 
travers des CE-BHE (Siddharthan et al., 2007; Prat et al., 2001; Rubin et al., 
1991). D’ailleurs, le MCA augmente l’expression de claudin-5, d’occludin et de ZO-
1 dans les CE-BHE (Siddharthan et al., 2007). 
 
 
4.2 Le modèle in vitro de la BHE 
 
 Le modèle in vitro de la BHE est grandement utilisé pour effectuer des 
études fonctionnelles au niveau de la BHE et ce grâce à la chambre de Boyden 
modifiée (Schéma 4). Dans la chambre du haut, une monocouche de CE-BHE est 
mise en culture sur une membrane poreuse, recouverte de gélatine ou de 
fibronectine pour mimer la MEC. De plus, le milieu de culture contient du milieu 
conditionné par les astrocytes (MCA) pour mimer l’environnement physiologique 
de la BHE. Pour réaliser des études de perméabilité des CE-BHE, des traceurs 
solubles, tels que le sucrose ou l’albumine de sérum bovin (BSA - Bovine serum 
albumin) conjugués, sont ajoutées dans la chambre du haut lors de la culture des 
CE-BHE. La diffusion du traceur soluble est mesurée dans la chambre du bas par 
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rapport à la chambre du haut (Prat et al., 2002). Des études de transmigration de 
différentes sous-populations de leucocytes peuvent être aussi effectuées dans ce 
même modèle in vitro. Sur une monocouche de CE-BHE confluentes, des 
leucocytes sont ajoutés à la chambre du haut et elles migrent dans la chambre du 
bas où elles sont quantifiées. 
 
• leucocytes humains ex vivo, ou
• traceur soluble conjugué
Culture primaire de CEs-BHE humaine
(membrane poreuse de 3 μm)
 
Schéma 4 : Le modèle in vitro de la barrière hémato-encéphalique humaine 
Le modèle in vitro de la BHE est grandement utilisé pour effectuer des études fonctionnelles au niveau de la 
BHE à l’aide de la chambre de Boyden modifiée où une monocouche de CE-BHE est mise en culture sur une 
membrane poreuse. Ces CE sont mises en culture sur de la gélatine ou de la fibronectine pour mimer la MEC 
et le milieu de culture contient du MCA pour mimer l’environnement physiologique de la BHE. Pour réaliser des 
études de perméabilité ou d’imperméabilité des CE-BHE, des traceurs solubles conjugués sont ajoutées dans 
la chambre du haut, lors de la culture des CE-BHE et la diffusion du traceur soluble est mesurée dans la 
chambre du bas par rapport à la chambre du haut. Tandis que pour des études de transmigration, différentes 
sous-populations de leucocytes sont ajoutés à la chambre du haut, sur une monocouche de CE-BHE 
confluentes et elles migrent dans la chambre du bas où elles sont quantifiées.  
 
 
4.3 La transmigration des leucocytes à travers la BHE  
 
L’inflammation cérébrale altère l’imperméabilité de la BHE et rend le SNC 
accessible aux cellules du système immunitaire. Le recrutement de cellules 
immunitaires au sein du SNC est la principale caractéristique menant à 
l’inflammation cérébrale et à la formation de lésions en SEP. La transmigration des 
cellules immunitaires vers le SNC est orchestrée par différents facteurs, incluant 
l’interaction des sélectines et de leurs ligands, des chimiokines et de leurs 
récepteurs, des intégrines et des molécules d’adhérence endothéliales, des JS, 
des JA et des MMP (Man et al., 2007). Les mécanismes gérant la migration des 
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cellules immunitaires de la lignée lymphoïde ont été étudiés en détails, 
contrairement aux cellules de la lignée myéloïde (monocytes, macrophages et 
DC). En effet, plusieurs études mentionnées ci-dessus démontrent le rôle crucial 
des CPA myéloïdes dans les processus inflammatoires cérébraux. La 
transmigration des monocytes du sang au SNC est une étape importante dans le 
développement des lésions dans la SEP, l’EAE et d’autres maladies 
neuroinflammatoires. 
 
 Le recrutement des leucocytes dans le SNC, à travers la BHE, a lieu dans 
les capillaires et les veinules post capillaires (Man et al., 2007; Bechmann et al., 
2007; Engelhardt and Ransohoff, 2005). Dans un contexte inflammatoire, les 
leucocytes se rendent au tissu inflammé pour effectuer leurs fonctions respectives 
et pour communiquer sur de courtes distances par contact direct ou par 
l’intermédiaire de cytokines (Luster et al., 2005). Il y a plusieurs étapes importantes 
pour qu’un leucocyte passe à travers la BHE. Ces étapes ont été décrites par 
Butcher, ainsi que par Dustin et Springer en 1991 (Owens et al., 2008; Butcher, 
1991; Dustin and Springer, 1991). Ley et al. ont également décrit d’autres étapes 
complémentaires (Ley et al., 2007) entre les quatre étapes classiques et 
séquentielles qui sont le plus utilisées. Les quatre étapes essentielles pour la 
transmigration des leucocytes au sein du SNC sont : 1- le roulement du leucocyte, 
2- l’activation des intégrines leucocytaire par les chimiokines, 3- l’arrêt et 
l’adhérence ferme du leucocyte sur les CE-BHE et 4- la diapédèse du leucocyte à 
travers la BHE (Schéma 5). Brièvement, le roulement du leucocyte s’effectue 
grâce à l’interaction entre des sélectines et leurs contre-ligands exprimés par les 
lymphocytes et les monocytes (Luster et al., 2005; McEver, 2002). Ensuite, 
l’activation des intégrines leucocytaires a lieu grâce aux différentes chimiokines 
sécrétées par les CE-BHE. L’activation des intégrines change leurs conformation 
et permet leur interaction avec leurs ligands, soit les molécules d’adhérence 
cellulaire (CAM - cellular adhesion molecules) et ainsi l’arrêt et l’adhérence ferme 
du leucocyte sur l’endothélium a lieu. La dernière étape de la transmigration 
leucocytaire est la diapédèse qui consiste au passage des leucocytes à travers les 
CE-BHE au sein du SNC. Cette étape s’effectue à l’aide d’interactions entre 
différentes molécules d’adhérence et protéines jonctionnelles. Les quatre étapes 
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générales de la transmigration des leucocytes à travers la BHE sont similaires à 
celles qui sont observées dans les autres vaisseaux sanguins, mais les molécules 
et les protéines impliquées sont différentes, telles que les molécules des jonctions 
serrées des CE-BHE. 
 
SNC
Sang
Lymphocyte
Monocyte
12
3
4
1
23
4
 
 
Schéma 5 : La transmigration de leucocytes au SNC à travers la BHE 
La transmigration et l’entrée des cellules immunitaires dans le SNC sont orchestrées par différents facteurs, 
incluant l’interaction des sélectines et de leurs ligands, des chimiokines et de leurs récepteurs, des intégrines 
et des molécules d’adhérence endothéliales, des JS, JA et des MMP (Man et al., 2007). Il y a plusieurs étapes 
importantes dans la transmigration des leucocytes de la périphérie vers le SNC. Le leucocyte ralentit pour 
échantillonner l’endothélium et roule grâce à ses sélectines à la recherche de ses ligands sur les CE (1). 
Ensuite, les chimiokines sécrétées par les CE-BHE activent les intégrines en changeant leur conformation (2). 
Le Leucocyte vient à un arrêt sur l’endothélium grâce à la forte interaction entre les intégrines et les molécules 
d’adhérence cellulaire (CAM - cellular adhesion molecules) (3). La dernière étape est la diapédèse du 
leucocyte à travers la BHE qui se fait à l’aide de différentes protéines dont les CAM les protéines des JS et des 
JA et des MMP qui facilitent le passage du leucocyte (4). Les monocytes et les lymphocytes utilisent ces 
mêmes étapes pour transmigrer, mais grâce à des molécules d’adhérence, des chimiokines, des récepteurs 
de chimiokines, des intégrines et des CAM différents. 
 
 
4.4 L’intégrité de la BHE dans la SEP et l’EAE 
 
 Chez les patients atteints de SEP et chez les souris atteintes d’EAE, 
certains médiateurs pro-inflammatoires, tels que l’IL-1β, le TNF-α, l’IFN-γ, les 
chimiokines CCL2/MCP-1 et CXCL8/IL-8, les MMP-2 et -9, jouent leur rôle en 
augmentant la perméabilité de la BHE (Stamatovic et al., 2008; Abbott, 2000; 
Argaw et al., 2006; Dimitrijevic et al., 2006; Stamatovic et al., 2005; Huber et al., 
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2001; Mark and Miller, 1999; Sonobe et al., 2009; Gloor et al., 1997). La cytokine 
pro-inflammatoire TNF-α est sécrétée par plusieurs cellules immunitaires dont les 
lymphocytes T et B, les macrophages et les cellules NK. Cette cytokine est 
importante dans la fragilisation de la BHE, jouant ainsi un rôle dans la progression 
de la SEP et de l’EAE (Silwedel and Forster, 2006; Minagar and Alexander, 2003). 
En effet, Förster et al. ont démontré que TNF-α inhibe l’expression d’occludin et de 
claudin-5 des CE-BHE (Forster et al., 2008). Wong et al. avaient en effet suggéré 
que la migration des leucocytes est temporairement associée à une augmentation 
de la perméabilité des CE-BHE (Wong et al., 2007). En présence de médiateurs 
pro-inflammatoires, telles les cytokines IFN-γ ou TNF, et le LPS, l’expression des 
molécules d’adhérence ICAM-1, VCAM-1 et PECAM-1 est augmentée à la surface 
membranaire des CE-BHE (Wong et al., 2007; Wong and Dorovini-Zis, 1992; 
Wong and Dorovini-Zis, 1995; Wong and Dorovini-Zis, 1996). Des études ont 
démontré que le TNF-α, l’IFN-γ et l’IL-1β augmentent significativement la migration 
des leucocytes à travers la BHE, dont les lymphocytes T, par la diminution de 
l’expression d’occludin et de l’augmentation éventuelle de la perméabilité des CE-
BHE (Sonobe et al., 2009; Hart and Fabry, 1995; Afonso et al., 2007). D’ailleurs, 
Kébir et al, ont démontré que l’IL-17 et l’IL-22, sécrétées par les lymphocytes TH17, 
diminuent l’expression de ZO-1 et d’occludin dans les CE-BHE favorisant ainsi 
l’infiltration des lymphocytes TH inflammatoires au sein du SNC (Kebir et al., 2007).  
 
 La fragilisation de la BHE et la perte de sont intégrité sont aussi impliquées 
dans d’autres maladies neurologiques, telle que la maladie d’Alzheimer, la maladie 
de Parkinson, les accidents cérébrovasculaires, le virus de l’immunodéficience 
humaine (VIH)-1 et la sclérose latérale amyotrophique (Sonobe et al., 2009; Zhong 
et al., 2008; Zlokovic, 2008). 
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5 - Ninjurin-1  
 
 Suite à une analyse par protéomique des protéines associées à la BHE 
humaine, plusieurs molécules ont été détectées dans les cultures primaires de CE-
BHE (Cayrol et al., 2008) . Plus spécifiquement, de nombreuses molécules 
d’adhérence potentiellement impliquées dans la transmigration des leucocytes à 
travers la BHE ont été identifiées. Parmi ces dernières, Nerve injury-induced 
protein (Ninjurin)-1 a attiré notre attention puisqu’elle fait l’objet de très peu d’étude 
et que son rôle dans les pathologies inflammatoires du SNC n’est pas encore 
décrit. 
 
 
5.1 Généralités 
 
 Ninjurin-1 est une nouvelle molécule d’adhérence qui a été identifiée chez le 
rat, par Araki et Milbrandt en 1996, dans une analyse génétique identifiant des 
gènes dont l’expression augmente suite à une lésion nerveuse périphérique. Le 
nom de cette molécule d’adhérence, nerve injury-induced protein-1, illustre son 
profil d’expression dans les fibres nerveuses où elle a été préalablement identifiée. 
Araki et Milbrandt ont démontré une importante augmentation de l’expression de 
Ninjurin-1 sur les cellules de Schwann et sur les neurones suite à une lésion 
nerveuse périphérique, avec un pic d’expression qui a lieu entre les 7 à 14 jours 
suivant la lésion du nerf sciatique du rat (Araki and Milbrandt, 1996). Suite à cette 
lésion, Ninjurin-1 est transportée à travers l’axone et s’accumule au site de lésion 
nerveuse. Ainsi, cette molécule d’adhérence facilite la régénération axonale en 
favorisant l’extension axonale via des interactions de type homophilique (Ninjurin-
1-Ninjurin-1) entre les axones neuronales et les cellules de Schwann dans le 
système nerveux périphérique (SNP) (Araki and Milbrandt, 1996). 
 
 Ninjurin-1 est une protéine de 152 acides aminés (aa) qui a un poids 
moléculaire situé entre 18 et 22 kilo Dalton (kDa). Cette molécule d’adhérence, qui 
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n’a aucune similarité avec d’autres protéines, est localisée sur le chromosome 9, 
chez l’humain et sur le chromosome 13 chez la souris (Araki and Milbrandt, 1996; 
Chadwick et al., 1998). Ninjurin-1 contient deux régions transmembranaires 
(séquences humaines; aa 81 à 101 et aa 121 à 141) et deux régions 
extracellulaires (Amino-terminale (N-terminale) : aa 1 à 80; et Carboxy-terminale 
(C-terminale) : aa 142 à 152) (Schéma 6a). Les études préliminaires d’Araki et 
Milbrandt ont prédit que Ninjurin-1 est une molécule d’adhérence de surface de 
type 3b selon la classification de Singer, puisqu’elle contient deux régions 
transmembranaires et sa portion N-terminale se situe à l’extérieur de la cellule 
(Singer, 1990). Araki et al. ont démontré que Ninjurin-1 est exprimée dans 
différents organes embryonnaires et adultes, tels que le foie, le rein, le thymus, les 
glandes surrénales, le cœur, la rate, l’utérus et la rétine, alors qu’elle est exprimée 
à de faibles niveaux dans le cerveau et les neurones (Araki and Milbrandt, 1996; 
Araki et al., 1997). Selon Araki et Milbrandt, son expression dans le tissu 
embryonnaire et adulte suggère que Ninjurin-1 joue un rôle dans le développement 
et le maintient des tissus (Araki and Milbrandt, 1996).  
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Schéma 6 : Ninjurin-1 
(a) Ninjurin-1 est une protéine de 152 aa qui contient deux régions transmembranaires (séquences humaines; 
aa 81 à 101 et aa 121 à 141) et deux régions extracellulaires (N-terminale : aa 1 à 80; et C-terminale : aa 142 
à 152). Ninjurin-1 est une molécule d’adhérence de surface de type 3b, selon la classification de Singer, 
puisqu’elle contient deux régions transmembranaires avec la portion N-terminale à l’extérieur de la cellule 
(Singer, 1990). Ninjurin-1 contient un motif d’adhérence (aa : 26 à 37) situé dans la région extracellulaire N-
terminale (aa 1 à 80). (b) Le motif d’adhérence de Ninjurin-1 médie une interaction de type homophilique. 
Ninjurin-1 se lie à une autre molécule Ninjurin-1 sur une autre cellule adjacente. 
 
 
 Suite à l’identification de Ninjurin-2 par Araki et Milbrandt, la famille des 
protéines Ninjurin fut créée. Cette molécule d’adhérence contient aussi 142 aa, 
avec 55% d’homologie avec Ninjurin-1 (Araki and Milbrandt, 2000). Ninjurin-2 
médie aussi une adhérence de type homophilique et son expression augmente 
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dans les cellules de Schwann et elle favorise la régénération axonale, comme 
Ninjurin-1. Par contre, Ninjurin-1 et Ninjurin-2 n’interagissent pas ensemble. Enfin, 
Ninjurin-2 est principalement exprimée dans les organes lymphatiques et 
hématopoïétiques (Araki and Milbrandt, 2000).  
 
 
5.2 L’adhérence homophilique médiée par Ninjurin-1  
 
 Ninjurin-1 a la capacité de médier une adhérence de type homophilique et 
elle peut donc se lier à une autre molécule Ninjurin-1 sur une cellule adjacente 
(Schéma 6b). Cette observation a été faite suite à des tests d’agrégations des 
cellules T Jurkat transfectées avec des vecteurs exprimant Ninjurin-1. Des études 
ultérieures d’Araki et al. ont permit de caractériser l’adhérence homophilique 
médiée par Ninjurin-1 (Araki et al., 1997). En effet, ils ont découvert que le motif 
d’adhérence de Ninjurin-1, qui est important pour l’adhérence homophilique, est 
situé dans la région N-terminale extracellulaire située entre les aa 1 à 80. Ces 
études in vitro on été effectuées en inhibant l’agrégation des cellules Jurkat avec 
différents peptides synthétiques pour identifier la séquence essentielle pour 
l’interaction homophilique médiée par Ninjurin-1. Cette séquence a été trouvée, 
chez le rat, et elle contient 12 aa situés entres les aa 26 à 37 (Schéma 6a; 
séquence du rat : PPRWGLRNRPIN; séquence de humaine : PARWGWRHGPIN) 
et la concentration nécessaire pour complètement inhiber l’agrégation est de 0,4 
millimolaire (mM) (Araki et al., 1997). Également, ils ont suggéré que la fonction 
biologique de Ninjurin-1 est probablement associée à ses propriétés d’adhérence. 
Cela a été déterminé par l’inhibition de la régénération axonale, généralement 
médiée par Ninjurin-1, en présence du peptide synthétique identifié préalablement 
(Araki et al., 1997). De plus, Jerregård a observé que l’adhérence homophilique 
médiée par Ninjurin-1, entre les neurones de ganglions de la racine dorsale et les 
fibroblastes dérivés de la peau, est importante pour la survie et la croissance des 
neurones (Jerregard, 2001). Aucun autre ligand pour Ninjurin-1 n’a été identifié à 
date. Ceci n’exclut cependant pas une interaction de type hétérophilique de 
Ninjurin-1 avec une autre protéine. Finalement, aucune étude ne démontre qu’un 
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anticorps ou un peptide synthétique neutralisant pouvait inhiber la fonction de 
Ninjurin-1 in vivo.  
 
 
5.3 Ninjurin-1 chez différentes espèces 
 
 Chadwick et al. ont cartographié le gène humain ninjurin-1 sur le 
chromosome 9q22 (Chadwick et al., 1998). L’homologie des 80 premiers aa, soit la 
région extracellulaire N-terminale, entre la séquence humaine et murine est de 
84%. Tandis que la séquence protéique de Ninjurin-1 chez le rat est à 89% 
similaire avec la séquence humaine et à 98% similaire avec la séquence murine de 
Ninjurin-1 (Chadwick et al., 1998). Kim et al. ont suggéré que la similitude des 
séquences de Ninjurin-1 entre le rat, la souris et l’humain signifie que la fonction de 
Ninjurin-1 a probablement été conservée entre différentes espèces (Kim et al., 
2001)  
 
 L’homologue de Ninjurin-1 chez la drosophile est Ninjurin A (NijA), une 
molécule d’adhérence qui est aussi une protéine transmembranaire (Zhang et al., 
2006). Suite à l’observation de la co-localisation de NijA et de la métalloprotéinase 
MMP-1, dans les cellules de la trachée des larves de drosophiles, Zhang et al. ont 
démontré que cette enzyme clive NijA et libère son domaine extracellulaire. Ce 
clivage cause la perte de l’adhérence des cellules de la trachée du cuticule et NijA 
permet ainsi le développement trachéal des drosophiles.  
 
 
5.4 Ninjurin-1 et l’inflammation 
 
 Plusieurs études génétiques, réalisées dans un contexte inflammatoire, 
incluant l’EAE, ont été effectuées pour étudier la régulation de plusieurs gènes 
dont ninjurin-1. Paglinawan et al. ont observé une augmentation de ninjurin-1 dans 
des cultures primaires de microglies murines après un traitement en présence des 
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cytokines pro-inflammatoires TNF-α et IFN-γ et une diminution après un traitement 
en présence de la cytokine TGF-β2 (Paglinawan et al., 2003). Une analyse 
génotypique par affimetrix effectuée par Carmody et al. a démontré l’augmentation 
de l’expression de ninjurin-1 dans la moelle épinière des souris de la souche 
C57BL/6 atteintes d’EAE suite à une immunisation avec le peptide MOG38-50 et ce 
comparé aux souris naïves (Carmody et al., 2002). 
 
 
5.5 Les maladies impliquant Ninjurin-1 
 
 La présence de Ninjurin-1 est associée à différentes maladies. Les études 
d’Araki et al. ont démontré que l’expression de Ninjurin-1 est très élevée dans le 
foie, mais son rôle dans les hépatocytes est inconnu (Araki et al., 1997). Ninjurin-1 
est surexprimée dans les hépatomes humains, ce qui augmente l’expression de la 
protéine p21 et induit la sénescence cellulaire (Toyama et al., 2004). Ninjurin-1 est 
aussi surexprimée dans le tissu des patients atteints de cancer primitif du foie 
associé à une hépatite ou une cirrhose virale chronique (Kim et al., 2001). 
Finalement, Ninjurin-1 a aussi été à associée à la leucémie aiguë lymphoblastique, 
car son expression augmente dramatiquement dans les cellules B leucémiques, 
comparé aux cellules B des donneurs sains (Chen et al., 2001). Ainsi, 
l’augmentation de l’expression de Ninjurin-1 serait associée à plusieurs maladies, 
telles que l’hépatome, l’hépatite ou la cirrhose virale chronique et la leucémie aiguë 
lymphoblastique. 
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HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 
 
 
L’hypothèse de ce mémoire est que Nerve injury-induced protein (Ninjurin)-1 est 
une nouvelle molécule d’adhérence de la barrière hémato-encéphalique (BHE) 
impliquée dans le recrutement des leucocytes au système nerveux central (SNC). 
 
Pour répondre à cette hypothèse, six objectifs spécifiques ont été fixés : 
 
1) De caractériser l’expression, la régulation et la localisation de Ninjurin-1 au 
niveau des cellules endothéliales de la BHE (CE-BHE) humaines in vitro et 
in situ. 
 
2) De caractériser l’expression de Ninjurin-1 sur différentes cellules 
immunitaires humaines et murines, ex vivo, in vitro et in situ; provenant de 
donneurs humains sains et provenant de matériel post-mortem du SNC de 
patients atteints de sclérose en plaques (SEP) et de souris atteintes 
d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE). 
 
3) D’évaluer si Ninjurin-1 joue un rôle au niveau de la transmigration de 
leucocytes à travers les CE-BHE. 
 
4) De déterminer si Ninjurin-1 participe à l’imperméabilité des CE-BHE. 
 
5) D’évaluer si Ninjurin-1 joue un rôle dans la présentation antigénique, ainsi 
que dans l’activation et la prolifération des lymphocytes T. 
 
6) D’identifier le rôle de Ninjurin-1 dans le recrutement des leucocytes dans le 
modèle murin de la SEP, la souris atteinte d’EAE. 
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1. Isolation et culture de cellules endothéliales de la BHE humaine  
 
Les cellules endothéliales de la barrière hémato-encéphalique (CE-BHE) 
humaine ont été isolées à partir de matériel non-épileptique selon un protocole 
déjà établi (Ifergan et al., 2008). Le consentement éclairé du patient et 
l’approbation éthique ont été obtenus avant la chirurgie (Numéro d’approbation du 
comité d’éthique de recherche du Centre Hospitalier de l'Université de Montréal : 
HD04.046). Les CE-BHE ont été maintenues en culture primaire dans du milieu 
composé du Medium 199 (Invitrogen) enrichi avec 20% de milieu conditionné par 
les cellules d’un mélanome murin (clone M3, ATCC), 10% de sérum de bovin fœtal 
(SBF ; Gibco), 5% de sérum humain (SH ; Gibco), 0,2% de supplément de 
croissance pour les CE (ECGS - endothelial cell growth supplement ; BD 
Biosciences) et 0,13% d’insulin-selenium-transferrin premix (Sigma) dans des 
flasques de culture en plastique induits avec 0,5% de gélatine (Sigma). Les CE-
BHE ont été mises en culture jusqu’à confluence dans du milieu de culture 
supplémenté avec 40% de milieu conditionné par les astrocytes (MCA). 
Lorsqu’indiqué, les CE-BHE ont été activées pendant 24 heures avec 100 U/ml de 
Tumor Necrosis Factor (TNF) et 100 U/ml d’interféron (IFN)-γ (Invitrogen), en 
présence de 40% de MCA et en absence d’ECGS. Des analyses de 
caractérisation des CE-BHE ont préalablement été effectuées pour confirmer la 
pureté des cultures primaires de CE-BHE. Les CE-BHE expriment les marqueurs 
de CE suivants: le facteur VIII, le facteur von Willebrand, Ulex Agglutenens 
Europaensis-1-binding sites et l’antigène endothélial HT-7 (Cayrol et al., 2008; 
Ifergan et al., 2008). De plus, les CE-BHE sont aussi susceptibles à une 
augmentation de l’expression d’intracellular cell adhesion molecule (ICAM)-1 et de 
vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, deux molécules d’adhérence 
surexprimées en présence de la cytokine pro-inflammatoire TNF. L’absence de 
contamination des cultures primaires de CE-BHE par les astrocytes et les cellules 
musculaires souples a été confirmée par l’absence d’immunoréactivité des 
marqueurs glial fibrillary acidic protein (GFAP) et alpha-myosin respectivement 
(Cayrol et al., 2008; Ifergan et al., 2008). 
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2. Culture d’astrocytes  
 
Les astrocytes proviennent du laboratoire du Dr. Jack Antel de l’Institut 
Neurologique de Montréal (Université McGill, Montréal, Québec). Les astrocytes 
humains primaires on été mis en culture dans du milieu composé de Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) et supplémenté avec 10% de SBF, 1% 
de pénicilline/streptomycine (Gibco) et 1% de glutamine (Gibco). Les astrocytes 
ont été mis en culture dans des flasques en plastique. Le milieu conditionné par les 
astrocytes (MCA) a été récolté 1 fois par semaine à partir de flasques confluents et 
a été utilisé dans les cultures de CE-BHE lorsqu’indiqué. 
 
 
3. Isolation et culture de leucocytes  
 
Des échantillons de sang veineux de donneurs sains et consentants ont été 
obtenus en accord avec les directives institutionnelles (Numéro d’approbation du 
comité d’éthique de recherche du Centre Hospitalier de l'Université de Montréal : 
SL05.022 et SL05.023). Les cellules mononucléaires du sang périphérique 
(PBMC - peripheral blood mononuclear cells) ont été isolées grâce à un gradient 
de densité obtenu suite à une centrifugation de 30 min à 1800 rotations par minute 
(rpm) en utilisant le Ficoll-PaqueTM PLUS (GE Healthcare). Les cellules ex vivo 
CD4+, CD8+, CD14+ et CD19+ ont été isolées par sélection positive à partir des 
PBMC à l’aide des microbilles magnétiques respectives (MicroBeads, Miltenyi 
Biotec Inc.). Pour générer des macrophages et des cellules dendritiques (DC) 
matures, les PBMC ont initialement eu la chance de s’adhérer dans des flasques 
en plastiques, pendant 2 h à 37°C dans du RPMI 1640 (Wisent Inc.) supplémenté 
avec 5% de SH, 1% de pénicilline/streptomycine et 1% de glutamine pour isoler les 
monocytes (Seguin et al., 2003a). Ensuite, le milieu a été remplacé avec du milieu 
frais pour enlever les cellules non adhérentes. Pour la génération de 
macrophages, les cellules adhérentes ont été récoltées après 8 jours de culture 
pour l’analyse. Tandis que pour la génération de DC, le milieu de culture a été 
supplémenté avec 20 ng/ml de Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF, BD Biosciences) et 10 ng/ml d’interleukine (IL)-4 recombinante humaine 
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(R&D Systems). La moitié du milieu de culture a été remplacée à chaque 2 jours 
avec du milieu frais contenant du GM-CSF et de l’IL-4. Après 7 jours de culture, 
100 ng/ml de lipopolysaccharide (LPS) d’Escherichia coli (Sérotype 0111:B4 ; 
Sigma) ont été ajouté et les DC matures ont été récoltées après 2 jours pour 
l’analyse.  
 
 
4. Cytométrie de flux  
 
Les CE-BHE ou les PBMC ont été récoltées et resuspendues dans du 
tampon de cytométrie de flux constitué de tampon phosphate salin (PBS : 
phosphate buffered saline) supplémenté avec 1% de SBF et 0,1% de NaN3 et elles 
ont incubées durant 15 min à 4°C avec 10% de SH pour éviter l’attachement non-
spécifique des anticorps. Les CE-BHE ou les PBMC humaines ont été incubées 
pendant 1 h à 4°C avec l’anticorps primaire monoclonal murin anti-Ninjurin-1 (20 
μg/ml, BD Biosciences) ou avec le contrôle isotypique murin IgG2a (20 μg/ml, 
eBioscience). Suite au un lavage, les cellules ont été incubées pendant 30 min à 
4°C avec l’anticorps secondaire chèvre anti-souris conjugué avec 
l’allophycocyanine (APC) (2 μg/ml, BD Biosciences). Les cellules lavées ont été 
immunocolorés pendant 30 min à 4°C en présence d’anticorps murins anti-humain 
conjugués CD3, CD4, CD8, CD11c, CD14, CD19, CD45RO, CD68, CD83, 
dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin (DC-SIGN)/CD209, complexe 
majeur d’histocompatibilité (CMH) I, CMH II, ICAM-1, VCAM-1 ou avec leurs 
contrôles isotypiques correspondants (tous les anticorps sont de BD Biosciences). 
L’acquisition des cellules a été faite à l’aide du cytomètre de flux BD LSR II à l’aide 
du logiciel BD FACSDiva (BD Biosciences). 
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5. Immunobuvardage 
 
Des leucocytes humains ex vivo (CD4+, CD8+, CD14+ et CD19+), ou des 
CE-BHE  de cultures primaires humaines ou du matériel du SNC de souris naïves 
(contrôles) et atteintes d’EAE ont été analysés par immunobuvardage. Les cellules 
ont été lysées dans du tampon dénaturant (0,1% de sodium dodecyl sulfate (SDS) 
dans 50 mM de Tris-HCl pH 8,5) contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéinases 
(BD BaculoGoldTM, BD Biosciences) et elles ont été soniquées à l’aide du 
processeur ultrasonic de Vibra CellTM (Sonics & Materials Inc). Ensuite, les 
protéines ont été quantifiées par dosage colorimétrique à l’aide du kit : 
Bicinchoninic acid (BCA)TM Protein Assay kit (Pierce Biotechnology) selon les 
instructions du manufacturier. Vingt μg de protéines ont été séparées par 
électrophorèse sur un gel de SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
de 12% et ont été transférées vers une membrane Immun-BlotTM de Polyvinylidene 
fluoride (PVDF, Bio-Rad Laboratories). Les membranes ont étés bloquées avec 
5% de sérum d’âne (Sigma) ou avec 5% de lait en poudre sans gras, dilué dans du 
Tris-buffered saline (TBS) avec 0,1% de Tween 20 (Sigma) pendant 1 h à 
température ambiante (TA). Les incubations ont été effectuées pendant 16 h à 4°C 
avec l’anticorps primaire mouton anti-Ninjurin-1 (1:100; R&D Systems) ou avec 
l’anticorps primaire monoclonal murin anti-Ninjurin-1 (1:150; BD Biosciences). Les 
anticorps primaires ont été détectés avec la peroxydase conjuguée âne anti-
mouton IgG (donkey anti-sheep IgG) (H+L) (1:7500; Jackson ImmunoResearch) 
ou avec la peroxydase conjuguée lapin anti-souris (1:1000; DakoCytomation). 
L’agent luminescent Enhanced Chemiluminescence (ECL)TM western blotting 
analysis system (AmershamTM GE Healthcare) a été utilisé pour dévoiler 
l’attachement spécifique des anticorps. L’anticorps murin anti-β-actin (1:20 000; 
Sigma) a été utilisé comme contrôle interne de chargement. Le lysat cellulaire de 
cellules HepG2 (BD Biosciences) a été utilisé en tant que contrôle positif pour 
l’expression de Ninjurin-1. 
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6. Isolation et analyse des radeaux lipidiques 
 
Les radeaux lipidiques (RL) ont été isolés à partir de plusieurs flasques de 
cultures primaires de CE-BHE confluentes. Les CE-BHE ont été mises en cultures 
et traitées tel que décrit ci-dessus. Les cellules ont été lavées avec du PBS froid et 
récoltées avec des grattoirs à cellules (Sarstedt) à partir des flasques confluents. 
Suite à une centrifugation, les cellules ont été resuspendues dans 1ml d’une 
solution de 1% de détergent brij58 (Sigma) dans du tampon de séparation (150 
mM de NaCl, 25 mM de Tris-HCl pH 7,4) en présence d’un cocktail d’inhibiteurs de 
protéinases (BD BaculoGoldTM, BD Biosciences) et les cellules on été solubilisées 
pendant 30 min sur glace. Les lysats cellulaires ont été transférés dans un 
homogénéisateur en verre de Dounce muni d’un piston à espace large et ont 
ensuite été mélangés avec 1ml d’une solution de sucrose 85% (Sigma) dans du 
tampon de séparation pour obtenir une concentration finale de sucrose à 42,5% et 
mis dans un tube en plastique de centrifugation (Beckman). À ce volume, 6ml de 
sucrose 35% et 4ml de sucrose 5% ont été ajoutés et centrifugés pendant 24 h à 
39 000 rpm dans un rotor SW41 (Beckman). Suite à cette centrifugation à haute 
vitesse, un gradient de densité de sucrose est obtenu et douze fractions de 1ml 
sont été récoltées au ménisque de haut en bas et analysées. Les concentrations 
de cholestérols et de protéines de chaque fraction ont été évaluées à l’aide de kits 
commercialement disponibles utilisés selon les directives du manufacturier ; 
Amplex red cholesterol assay kit (Molecular Probes) et BCA Protein assay kit 
(Pierce Biotechnology). Les fractions 4 et 5 sont riches en cholestérol et 
contiennent les RL, tandis que les fractions 10 à 12 contiennent des protéines 
membranaires solubles. 
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7. Immunocytofluorescence 
 
Les CE-BHE humaines (5 X 104 cellules/puits) ont été mises en cultures 
primaires dans des puits sur une lame en plastique traitée avec 0,5% de gélatine 
(Thermo Scientific) jusqu’à qu’elles soient confluentes dans du milieu de culture 
enrichi avec 40% de MCA. Les CE-BHE ont été activées en présence ou en 
absence TNF (100 U/ml) et d’IFN-γ (100 U/ml) pendant 16 h à 37°C. Ensuite, les 
cellules ont été lavées avec du PBS et fixées pendant 5 min avec 4% de 
paraformaldéhyde. L’attachement non-spécifique des anticorps a été bloqué 
pendant 30 min à TA avec 10% de sérum de chèvre (SC) et les cellules ont été 
incubées pendant 1 h à TA avec l’anticorps primaire murin anti-Ninjurin-1 (1:50; BD 
Biosciences). Après plusieurs lavages avec du PBS + 0,05% de Tween 20 
(Sigma), l’anticorps secondaire chèvre anti-souris Alexa 488 (Invitrogen) a été 
ajouté et incubé pendant 40 min à TA. Suite aux lavages, les lamelles ont été 
placées sur les lames avec du Gelvatol (20% Glycérol, 10% Polyvinyl Alcohol, 
0,1M Tris-HCl pH 8,0) contenant le colorant nucléaire TO-PRO-3 (1:300; 
Invitrogen). Les contrôles négatifs ont été effectués en omettant l’anticorps 
primaire des immunocolorations. Les images ont été acquises et analysées à l’aide 
du microscope confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems).  
 
L’adhérence homophilique, médiée par Ninjurin-1, entre les monocytes 
humains CD14+ et les CE-BHE a été évaluée à l’aide de la microscopie confocale. 
Les CE-BHE ont été traitées avec du TNF (100 U/ml) et de l’IFN-γ (100 U/ml) 
pendant 8 h à 37°C. Les monocytes CD14+ ont été isolés tel que décrit ci-dessus 
et ont été resuspendus à une concentration de 5 X 106 cellules/ml dans du RPMI 
1640 (Wisent Inc.) chauffé, pour être incubés pendant 10 min à 37°C avec 5mM du 
colorant Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE ; 1:1000; Invitrogen). La 
réaction de marquage du CFSE a été arrêtée avec du SH et après deux lavages 
avec du RPMI 1640, les monocytes CD14+ ont été resuspendus dans le milieu de 
culture des CE-BHE et ont été ajoutés à la monocouche de CE-BHE pendant 2 h à 
37°C à un ratio de 1:1. L’immunoréactivité des cellules a été effectuée tel que 
décrit ci-dessus. Une reconstruction de l’axe Z (X-Z et Y-Z) par microscopie 
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confocale permet d’observer l’interaction homophilique entre les monocytes et les 
CE-BHE. 
 
 
8. Colorations histologiques et immunohistofluoresence du tissu du SNC 
humain et murin 
 
Pour l’utilisation de cerveau humain obtenu de patients atteints de SEP ou 
de contrôles atteints de maladies non neurologiques, l’approbation éthique a été 
obtenue par le Comité scientifique et éthique du centre de recherche du CHUM 
(Numéro d’approbation : BH 07.001). Des sections montrant des lésions actives 
avec de la démyélinisation et une infiltration périvasculaire de cellules 
mononucléaires ont été sélectionnées (3 donneurs: 8 à 12 blocs par donneur) et 
ont été comparées à la matière blanche d’apparence normale (NAWM - normal 
appearing whtie matter) des mêmes patients ou avec des contrôles atteints de 
maladies non-neurologiques (3 donneurs; 4 à 6 blocs par donneur). L’âge moyen 
des patients est de 49 ± 6 ans et la durée de la SEP varie entre 3 et 23 ans. Les 
causes de mort des patients atteints de SEP sont la pneumonie (1), l’urosepsie (1) 
et l’intoxication au babiturate (1).  
 
Tous les protocoles animaux ont été approuvés par le Comité Institutionnel 
de Protection des Animaux du CHUM (N07027PAs). Le matériel du SNC des 
souris naïves ou atteintes d’EAE, traitées avec le peptide bloquant Ninj26-37 ou le 
peptide contrôle, a été récolté suite à une perfusion rapide intra-cardiaque au PBS 
et a été congelé dans l’azote liquide dans le composé O.C.T.TM (Optimal Cutting 
Temperature ; Sakura Finetek Inc).  
 
Le tissu humain ou murin a été cryodécoupé (épaisseur de 7 μm), a été 
monté sur des lames Superfrost (Thermo Scientific) et a été fixé pendant 20 
secondes dans l’acétone 100% à TA avant d’être entreposé à -80°C jusqu’à son 
utilisation pour les immunocolorations. Si nécessaire, la biotine endogène a été 
bloquée à l’aide du kit Avidin/Biotin blocking kit (Invitrogen), au début de 
l’immunohistocoloration, et selon les directives du manufacturier. L’attachement 
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non-spécifique des immunoglobulines a été bloqué pendant 30 minutes avec 10% 
de sérum d’âne (SA) à TA. Ensuite, les sections ont été incubées pendant 1 h à TA 
avec l’anticorps primaire mouton anti-Ninjurin-1 (1:100 pour le tissu humain et 1:30 
pour le tissu murin) dilué dans 3% de SA. Suivant chaque incubation, les sections 
ont été lavées 7 fois, pendant 3 min à TA, avec du PBS + 0,05% de Tween 20. Les 
sections ont été incubées pendant 40 min avec l’anticorps secondaire âne anti-
mouton conjugué avec l’Alexa 488 (1:400, Jackson Immunoresearch). Le 
deuxième lot d’anticorps primaires (tissu humain: souris anti-CD68 (1:100, Dako), 
souris anti-DC-SIGN (1:50, BD Biosciences), souris anti-CMH II (1:200, Dako) et 
lapin anti-Caveolin-1 (1:100, Santa Cruz Biotechnology) ; tissu murin: hamster anti-
CD11c-biotinylé (1:30, BD Biosciences), rat anti-CMH II (1:30, BD Biosciences) et 
rat anti-F4/80 (1:80, BioLegend)) ont été incubés avec leur anticorps secondaires 
respectifs (âne anti-souris IgG-DyLight 549, âne anti-lapin IgG-Rhodamine Red X 
(RRX) ou âne anti-rat-DyLight 549 ; Jackson Immunoresearch). Les contrôles 
négatifs ont été effectués en omettant les anticorps primaires des 
immunocolorations. Les lamelles ont été placées sur les lames avec du Gelvatol 
contenant du TO-PRO-3 (1:300; Invitrogen) pour la coloration nucléaire. 
L’acquisition de la fluorescence a été réalisée grâce au microscope confocal Leica 
SP5 (Leica Microsystems). Le traitement et l’analyse des images a été fait avec le 
logiciel Adobe Photoshop CS2 (Adobe). 
 
Le degré d’infiltration des cellules immunitaires et l’ampleur de la 
démyélinisation dans le tissu cérébral humain de patients atteints de SEP 
(autopsie) et dans le SNC (moelle épinière) de souris atteintes d’EAE ont été 
déterminés par la coloration au Luxol Fast Blue et à l’hématoxyline & l’éosine. Les 
sections ont été fixées dans 10% de formaldéhyde (Fisher Scientific) pendant 3 
heures à TA et lavées au PBS 1X avant une incubation de 16 heures à 60ºC avec 
le Luxol Fast Blue (1% Solvent Blue 38 (Sigma), 95% éthanol et 0,05% acide 
acétique glaciale (Fisher Scientific)). La différentiation des sections a été réalisée 
avec une solution aqueuse de 0,4% d’hydroquinone (Sigma) et de 5% de sulfite de 
sodium (Sigma). Les sections ont été immergées dans l’hématoxyline de Harris 
(Sigma) pendant 10 min, pour la coloration nucléaire, suivie d’une différentiation à 
l’acide-alcool (1% acide chlorhydrique dans une solution de 70% d’éthanol). Les 
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sections ont été bleutées dans une solution de 0,05% d’hydroxyde de sodium 
(VWR) et déshydratées dans un bain de 95% d’éthanol. La coloration du 
cytoplasme a été réalisée avec l’éosine Y (Sigma) pendant 1,5 min à TA suivit de 
bains d’éthanol 95% et 100% et d’une immersion finale dans le toluène. Les 
lamelles ont été placées sur les lames avec l’Entellan (Merck). Les images ont été 
prises avec le microscope à lumière directe Leica DM6000 (Leica Microystems) et 
à l’aide du programme Improvision OpenLab 4.0.4 (PerkinElmer). Enfin, le 
traitement et l’analyse des images a été fait avec le logiciel Adobe Photoshop CS2 
(Adobe).  
 
 
9. Peptide bloquant Ninjurin-1  
 
Les peptides humains et murins bloquants Ninjurin-1 correspondent aux 
séquences de 12 acides aminés (aa) du motif d’adhérence de Ninjurin-1 
nécessaire pour l’adhérence homophilique. Ces derniers sont localisés entre les aa 
26 et 37 (séquence humaine: PARWGWRHGPIN et séquence murine: 
PPRWGLRNRPIN) et sont désignés Ninj26-37. Un peptide contrôle, de 12 aa, a été 
synthétisé à partir de la séquence humaine de Ninj26-37 et a été utilisé dans les 
études humaines et murines (séquence : WRGNPGIRWAPH). Les peptides ont 
été synthétisés chez Alpha Diagnostic International (ADI, San Antonio, Texas). 
 
 
10. Le modèle in vitro de la BHE, transmigration de leucocytes et 
perméabilité des CE-BHE 
 
Des CE-BHE mises en cultures primaires ont été utilisées pour générer le 
modèle in vitro de la BHE humaine à l’aide de la chambre de Boyden modifiée 
(Schéma 4). Les CE-BHE humaines (25 X 103 cellules/chambre du haut) ont été 
mises en culture sur des membranes poreuses de 3 μm (Becton Dickinson 
Labware) traitées avec 0,5% de gélatine dans du milieu de culture de CE 
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supplémenté avec 40% MCA et ce pendant 4 jours pour obtenir une monocouche 
de CE-BHE confluentes.  
 
Pour les études de transmigration, les CE-BHE humaines ont été traitées en 
présence du peptide bloquant Ninj26-37 humain (0,4 mM, ADI) ou traitées avec le 
peptide contrôle (0,4 mM, ADI) pendant 1 h à 37°C avant l’addition des leucocytes. 
Des monocytes CD14+ ou des lymphocytes T CD4+ ou des lymphocytes T CD8+ 
humains ex vivo ont été isolés, tel que décris ci-dessus, et ajoutés à la chambre du 
haut (1 X 106 cellules/chambre). La migration des monocytes CD14+ humains a 
aussi été effectuée en présence de l’anticorps mouton anti-Ninjurin-1 (10 μg/ml, 
R&D Systems) et son contrôle isotypique (Immunoglobuline G de mouton ; 10 
μg/ml, R&D Systems). Les différents leucocytes ont transmigré à travers les CE-
BHE pendant 24 h à 37°C et ceux qui ont complètement migré vers la chambre du 
bas ont été récoltés et comptés manuellement à l’aide d’un hémacytomètre. Les 
expériences ont été effectuées en triplicata. 
 
Pour les études de perméabilité, les CE-BHE ont été mises en cultures en 
présence du peptide bloquant Ninj26-37 humain (0,4 mM) ou traitées avec le peptide 
contrôle (0,4 mM) pendant 2 heures à 37°C. Ensuite, le traceur soluble, soit 
l'albumine de sérum bovin (BSA - bovine serum albumin) conjugué au 
fluorochrome Fluorescein isothiocyanate (FITC) a été ajouté dans la chambre du 
haut (BSA-FITC, 50 μg/ml, Invitrogen). Pour mesurer la diffusion du traceur, 50 μl 
de la chambre du haut et 50 μl de la chambre du bas on été récoltés à 0, 2, 4, 6, 
24, 48 et 72 h après l’addition du traceur soluble et mis dans des plaques à 96 
puits à fonds plats. L’acquisition de la fluorescence des plaques a été déterminée 
grâce au lecteur SpectraMax Gemini (Molecular Devices). Le pourcentage de 
diffusion de la BSA-FITC a été déterminé par l’équation suivante :  
(BSA-FITC chambre du haut/ BSA-FITC chambre du bas) X 100. 
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11. Prolifération des lymphocytes T  
 
Le rôle de Ninjurin-1 dans la présentation antigénique et dans l’activation 
non-spécifique des lymphocytes T ont été évalué en utilisant le colorant CFSE. Les 
PBMC ont été isolés à partir du sang périphérique de donneurs sains et 
consentants, tel que décrit ci-dessus. Les cellules ont été resuspendues à une 
concentration de 10 X 106 cellules/ml dans du milieu RPMI 1640 chauffé et ont été 
incubées pendant 10 min à 37°C avec 5 mM de CFSE (1:1000; Invitrogen). La 
réaction de marquage au CFSE a été arrêtée avec du SH et suite à deux lavages 
avec du RPMI 1640, les PBMC ont été resuspendus dans du RPMI 1640 enrichi 
avec 5% de SH, 1% de pénicilline/streptomycine et 1% de glutamine et elles ont 
été activées avec l’anticorps soluble anti-humain CD3 (2,5 µg/ml, clone OKT3, 
eBioscience) et la protéine recombinante humaine IL-2 (20 U/ml, BD Biosciences). 
Les cellules ont été mises en culture en présence du peptide bloquant Ninj26-37  ou 
du peptide contrôle (0,4 mM, ADI) pendant 6 jours à 37°C. Les cellules ont ensuite 
été récoltées pour l’analyse de l’expression des marqueurs CD3 et CD25 et de la 
dilution du CFSE par cytométrie de flux. L’acquisition des cellules a été faite à 
l’aide du cytomètre de flux BD LSR II à l’aide du logiciel BD FACSDiva (BD 
Biosciences). 
 
 
12. Induction de l’EAE, scores cliniques et traitement du tissu 
 
L’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) a été induite par 
immunisation active chez des souris C57BL/6 provenant des Laboratoires Charles 
River (Montréal, Québec) et Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine). Tous les 
protocoles animaux ont été approuvés par le Comité Institutionnel de Protection 
des Animaux du CHUM (N07027PAs). Des souris femelles âgées de 7 à 8 
semaines ont été injectées de façon sous-cutanée avec 200 μg du peptide myelin 
oligodendrocyte glycoprotein (MOG)35-55  (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) 
émulsifié dans l’adjuvant complet de Freund (CFA - Complete Freund’s Adjuvant) 
supplémenté avec 600 μg de Mycobacterium tuberculosis H37RA (DIFCO 
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Laboratories). Aux jours 0 et 2, les souris ont été injectées intra-péritonéalement 
avec 500 ng de la toxine pertussis (List Biological Laboratories). À partir du jour 3 
et jusqu’au jour 23, les souris ont été injectées intra-péritonéalement, deux fois par 
jour, avec 200 μg du peptide murin bloquant Ninj26-37 (n = 8, 2 expériences 
indépendantes). Le peptide contrôle a été administré de la même façon au groupe 
contrôle (n = 8). Les animaux ont été surveillés à chaque jour pour des signes 
cliniques d’EAE et le système des scores cliniques est comme suit : 0- aucun signe 
clinique ; 0,5- queue flaccide partiale ; 1- queue flaccide; 2- ataxie ; 2,5- faiblesse 
des membres inférieurs ; 3- paralysie d’un membre inférieur ; 4- paralysie des deux 
membres inférieurs ; 4,5- faiblesse des membres antérieurs et 5- état moribond. 
Suite à une perfusion intra-cardiaque au PBS, la moelle épinière a été récoltée. 
Cette dernière a soit été gardée sur glace dans du RPMI 1640 supplémenté avec 
10% SBF, 1 % pénicilline/streptomycine et 1% de glutamine et a été 
homogénéisée à l’aide d’un tamis cellulaire de 70 μm pour obtenir une suspension 
cellulaire qui a été lysée, tel que décrit ci-dessus, pour l’analyse par 
immunobuvardage. Pour les études d’immunohistofluoresence, le tissu du SNC a 
directement été placé dans l’O.C.T.TM (Sakura Finetek Inc) et a été congelé dans 
l’azote liquide et entreposé à -80°C. Les études semi-quantitatives des cellules 
présentatrices d’antigène (CPA) myéloïdes, soit les CPA CMH II+, les 
macrophages F4/80+ et les DC CD11c+, ont été réalisées dans les sections de 
moelles épinières de souris atteintes d’EAE traitées avec le peptide bloquant 
Ninj26-37 ou le peptide contrôle (200 μg, ADI). Ces cellules ont été comptées à 
l’aide du programme Image J (NIH Image) dans > 20 champs différents de 60X 
pour chaque type cellulaire, de chaque souris traitées avec le peptide bloquant ou 
le peptide contrôle. 
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13. Analyses statistiques 
 
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad PRISM 
4.0 (GraphPad software) et les données représentent les chiffres absolus ou les 
moyennes ± l’erreur type de la moyenne (SEM - standard error of the mean).  La 
méthode d’analyse du test t de Student (non-pairé) a été utilisée pour comparer les 
données des expériences à l’aide du peptide Ninj26-37 ou de l’anticorps anti-
Ninjurin-1 avec les contrôles respectifs. Seulement les Valeurs P (P values) < 0,05 
ont été considérées comme étant significatives. Les données montrées sont soit 
représentatives de trois expériences ou plus, ou elles représentent des 
combinaisons de trois à dix expériences. 
68 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RÉSULTATS 
69 
 
 
 Suite à une analyse par protéomique des protéines associées à la barrière 
hémato-encéphalique (BHE) humaine, plusieurs types de protéines ont été 
identifiées dans les cultures primaires de cellules endothéliales de la BHE (CE-
BHE) (Cayrol et al., 2008). Plus spécifiquement, de nombreuses molécules 
d’adhérence potentiellement impliquées dans la transmigration des leucocytes à 
travers la BHE, dont la protéine Nerve injury-induced protein (Ninjurin)-1, ont été 
retrouvées dans les CE-BHE. Ninjurin-1 est une molécule d’adhérence qui a 
initialement été identifiée à partir de neurones et de cellules de Schwann (Araki 
and Milbrandt, 1996). L’expression de Ninjurin-1 n’avait pas précédemment été 
rapportée dans les CE-BHE humaine. Nous avons donc entrepris l’étude du rôle 
de la protéine Ninjurin-1 dans le développement de l’inflammation cérébrale. 
 
 
1. L’expression de Ninjurin-1 augmente dans les cultures primaires de CE-
BHE dans un contexte inflammatoire  
 
 En premier lieu, des techniques de cytométrie de flux, de microscopie 
confocale et d’immunobuvardage ont été utilisées pour confirmer l’expression de 
Ninjurin-1 dans les cultures primaires de CE-BHE (Figures 1 à 4). L’analyse par 
cytométrie de flux démontre que Ninjurin-1 est exprimée à la surface de 72,7% des 
CE-BHE dans des conditions basales (Figure 1, panneau de gauche). Lorsque les 
CE-BHE ont été mises en culture en présence de milieu conditionné par les 
astrocytes (MCA), pour mimer le microenvironnement cérébral, une légère 
diminution de l’expression de Ninjurin-1 (63,0%, Figure 1, panneau central) est 
observée. La sclérose en plaques (SEP) est caractérisée par des lésions 
inflammatoires périvasculaires contenant différentes cytokines pro-inflammatoires, 
dont le TNF et l’IFN-γ, qui sont sécrétées par différents leucocytes infiltrants ou par 
les cellules résidentes du SNC (Korn, 2008). Lorsque les CE-BHE ont été activées 
en présence de ces cytokines, l’expression basale de Ninjurin-1 est augmentée et 
ce suite à un traitement de 24h (Figure 1). En effet, la proportion de cellules qui 
expriment cette molécule d’adhérence passe de 72,7% à 98,3% en présence de 
TNF/IFN- γ (Figure 1, panneau de droite). De plus, la moyenne de l’intensité de 
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fluorescence (MFI – mean fluorescence intensity) de Ninjurin-1 est plus élevée sur 
les CE-BHE activées et cela indique qu’il y a une augmentation du nombre de 
molécules de Ninjurin-1 à la surface de ces CE-BHE (MFI : 1452, Figure 1, 
panneau de droite). Les analyses d’immunocytofluorescence ont révélé que 
l’expression de Ninjurin-1 (vert) augmente également à la surface des CE-BHE 
dans les mêmes conditions expérimentales en présence des cytokines pro-
inflammatoires TNF/IFN- γ (Figure 2). Enfin, les expériences par 
immunobuvardage ont démontré une augmentation importante de l’expression de 
Ninjurin-1 par le CE-BHE dans des conditions inflammatoires et ce comparé aux 
CE-BHE non-activées (Figure 3). Il est important de noter que l’anticorps utilisé 
anti-Ninjurin-1 est spécifique à cette molécule d’adhérence car les 
immunobuvardages de Ninjurin-1 contiennent une seule bande correspondant à la 
taille de la protéine, soit entre 17 et 22 kDA. Ces données concordent avec le fait 
que l’expression des molécules d’adhérence augmente dans les CE-BHE pour 
faciliter le recrutement de différents leucocytes au site d’inflammation, soit au sein 
du SNC dans un contexte inflammatoire (Wong et al., 2007; Wong and Dorovini-
Zis, 1992; Wong and Dorovini-Zis, 1995). Lors de la transmigration leucocytaire, 
les molécules d’adhérence se regroupent au niveau des radeaux lipidiques (RL), 
riches en cholestérol et sphingolipides, pour faciliter l’activation des kinases intra-
cellulaire et faciliter le recrutement des cellules immunitaires à travers 
l’endothélium (Dodelet-Devillers et al., 2009). Dans ce contexte, l’expression de 
Ninjurin-1 dans les RL riches en cholestérol (Fraction 4, Figure 4, panneau du 
haut) dans des conditions basales et inflammatoires a été documentée. Alors que 
Ninjurin-1 est pratiquement absente dans les RL dans des conditions basales, son 
expression dans les RL augmente légèrement suite à une stimulation en présence 
des cytokines TNF/IFN- γ (Figure 4, panneau du bas). Ceci confirme la 
redistribution de cette molécule d’adhérence dans des microstructures de la 
membrane cytoplasmique endothéliale lors de l’inflammation qui a été induite par 
les cytokines TNF et IFN- γ. Toutes ces observations suggèrent qu’un milieu 
inflammatoire induit l’augmentation de l’expression de Ninjurin-1 ainsi que sa 
relocalisation dans les RL des CE-BHE, soit deux arguments supportant le rôle 
possible de Ninjurin-1 comme molécule d’adhérence leucocytaire. 
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Figure 1 : L’expression de Ninjurin-1 est augmentée sur les CE-BHE humaines 
dans un contexte inflammatoire par cytométrie de flux 
 
Analyse par cytométrie de flux de l’expression de Ninjurin-1 dans des cultures 
primaires de CE-BHE (panneau de gauche), traitées ou non avec du milieu 
conditionné par les astrocytes (MCA) (40%, 24 h) (panneau central) ou activées avec 
les cytokines pro-inflammatoires TNF et IFN-γ (100 U/ml, 24 h) et ce en présence de 
MCA (panneau de droit). Le contrôle isotypique est représenté par les histogrammes 
clairs et l’expression de Ninjurin-1 est représentée par les histogrammes gris. La 
moyenne de l’intensité de fluorescence (MFI – mean fluorescence intensity) de 
Ninjurin-1 et le pourcentage de cellules Ninjurin-1+ sont indiqués sur les 
histogrammes. Les données montrées sont représentatives de dix expériences 
indépendantes utilisant un nombre équivalent de préparations de CE-BHE humaines.  
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Figure 2 : L’expression de Ninjurin-1 est augmentée dans les cultures primaires 
de CE-BHE dans un contexte inflammatoire par immunocytofluorescence 
 
Analyse par immunocytofluorescence de Ninjurin-1 dans des cultures primaires de 
CE-BHE non-activées et activées. La microscopie confocale confirme l’expression de 
Ninjurin-1 (vert) à la surface des CE-BHE et l’augmentation de son expression suite à 
un traitement en présence des cytokines pro-inflammatoires TNF et IFN-γ (100 U/ml, 
16 h) et en présence de MCA (40%). Le TO-PRO-3 a été utilisé pour la coloration du 
noyau (bleu). Les données montrées sont représentatives de trois expériences 
indépendantes utilisant un nombre équivalent de préparations de CE-BHE humaines. 
Barres d’échelle: 10 μm. 
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Figure 3 : L’expression de Ninjurin-1 est augmentée dans les CE-BHE humaines 
dans un contexte inflammatoire par immunobuvardage 
 
Immunobuvardage de l’expression de Ninjurin-1 dans les CE-BHE humaines à 
l’état basal et suite à un traitement avec les cytokines TNF et IFN-γ (100 U/ml, 16 h) 
en présence de MCA (40%). L’augmentation de l’expression de Ninjurin-1 est 
confirmée dans un contexte inflammatoire. La  β-actine a été utilisée comme contrôle 
interne de chargement. Le lysat cellulaire de cellules HepG2 a été utilisé en tant que 
contrôle positif pour l’expression de Ninjurin-1. Les données montrées sont 
représentatives de trois expériences indépendantes utilisant un nombre équivalent de 
préparations de CE-BHE humaines. 
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Figure 4 : Ninjurin-1 s’accumule dans les radeaux lipidiques dans les cultures 
primaires de CE-BHE humaines dans un contexte inflammatoire 
 
 Concentrations de cholestérol des différentes fractions obtenues suite à l’isolation des 
radeaux lipidiques (RL) des cultures primaires de CE-BHE humaines (panneau du 
haut). Les RL se retrouvent dans la fraction 4, riche en cholestérol. Immunobuvardage 
des fractions contenant les RL (fraction 4) et les protéines solubles (fraction 12). Il y a 
une accumulation de Ninjurin-1 dans les RL des CE-BHE activées en présences des 
cytokines pro-inflammatoires TNF et IFN-γ (100 U/ml, 24 h). Les données montrées 
sont représentatives de deux expériences indépendantes utilisant un nombre 
équivalent de préparations de CE-BHE humaines.  
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2. Ninjurin-1 est préférentiellement exprimée sur les cellules présentatrices 
d’antigène myéloïdes  
 
 Pour permettre aux cellules immunitaires de passer à travers la BHE, les 
molécules d’adhérence exprimées à la surface de l’endothélium vasculaire doivent 
se lier avec leurs contres-ligands exprimés par les leucocytes. Puisque Ninjurin-1 
médie une adhérence de type homophilique (Ninjurin-1-Ninjurin-1) et qu’elle est 
exprimée sur les CE-BHE, ceci suggère qu’elle pourrait jouer un rôle dans la 
transmigration des leucocytes. Ainsi, l’expression de Ninjurin-1 sur différents 
leucocytes du sang périphérique humain a été documentée. L’analyse par 
cytométrie de flux des leucocytes ex vivo, isolés à partir de cellules 
mononucléaires du sang périphérique (PBMC - Peripheral blood mononuclear 
cells) de donneurs sains a démontré que Ninjurin-1 est exprimée à de très faibles 
niveaux sur les lymphocytes T CD4+ et CD8+ et sur les lymphocytes B CD19+, soit 
à 5,7%, 6,1% et 8,1% respectivement (Figure 5). Par contre, Ninjurin-1 est 
exprimée à la surface cellulaire de la moitié de la population des monocytes CD14+ 
(46,7%, Figure 5). L’expression préférentielle de Ninjurin-1 par les monocytes ex 
vivo est confirmée par immunobuvardage (Figure 6). Ensuite, l’expression de 
Ninjurin-1 à la surface de différentes cellules présentatrices d’antigène (CPA) de la 
lignée myéloïde, soit les macrophages et les cellules dendritiques (DC) dérivés des 
monocytes du sang périphérique a été analysée par cytométrie de flux. Les DC et 
les macrophages ont été générés in vitro à partir de PBMC adhérents, soit les 
monocytes (Seguin et al., 2003a). Les macrophages ont été récoltés après 8 jours 
de culture, lorsqu’ils ont acquis les marqueurs d’activation et la morphologie de 
macrophages associés à leur différenciation. Les DC matures ont été récoltées 
après 8 jours de culture en présence de GM-CSF, de l’IL-4 humaine recombinante 
et de LPS. L’expression de Ninjurin-1 est significativement augmentée sur les 
macrophages CD68+ (77,1%) et les DC myéloïdes matures CD83+ (98,2%) qui ont 
été générés in vitro à partir de monocytes CD14+ ex vivo (Figure 7). Ces données 
indiquent que Ninjurin-1 pourrait être impliquée dans la fonction migratoire des 
CPA myéloïdes pour traverser la BHE. 
76 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Ninjurin-1 est préférentiellement exprimée sur les monocytes humains 
ex vivo par cytométrie de flux 
 
Analyse par cytométrie de flux de l’expression de Ninjurin-1 sur les lymphocytes 
humains ex vivo (CD4+, CD8+ et CD19+) et les monocytes humains ex vivo CD14+. 
L’analyse démontre une faible expression de Ninjurin-1 sur les lymphocytes T et B et 
une expression préférentielle sur les monocytes CD14+. Les contrôles isotypiques et 
l’expression de Ninjurin sont représentés respectivement par les histogrammes clairs 
et gris. Le pourcentage de cellules Ninjurin-1+ sont indiqués sur les histogrammes. Les 
données montrées sont représentatives de sept expériences indépendantes avec un 
nombre équivalent de donneurs sains. 
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Figure 6 : Ninjurin-1 est préférentiellement exprimée par les monocytes par 
immunobuvardage 
 
L’analyse par immunobuvardage confirme le profil d’expression de Ninjurin-1 dans les 
leucocytes humains ex vivo (CD8+, CD4+, CD14+ et CD19+). Ninjurin-1 est 
préférentiellement exprimée par les monocytes et ce comparé aux lymphocytes 
humains. La  β-actine a été utilisée comme contrôle interne de chargement. Les 
données montrées sont représentatives de cinq expériences indépendantes avec un 
nombre équivalent de donneurs sains.  
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Figure 7 : Ninjurin-1 est exprimée à de hauts niveaux sur les CPA myéloïdes 
humaines 
 
L’analyse par cytométrie de flux de l’expression de Ninjurin-1 sur les macrophages 
CD68+ et les cellules dendritiques CD83+ générés in vitro, à partir de monocytes 
humains CD14+, démontre une expression élevée de Ninjurin-1 sur les CPA 
myéloïdes. Les contrôles isotypiques et l’expression de Ninjurin sont représentés 
respectivement par les histogrammes clairs et gris. Le pourcentage de cellules 
Ninjurin-1+ sont indiqués sur les histogrammes. Les données montrées sont 
représentatives de deux expériences indépendantes avec un nombre équivalent de 
donneurs sains.  
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3. L’expression de Ninjurin-1 augmente dans le SNC des souris atteintes 
d’EAE  
 
 Pour étudier l’expression de Ninjurin-1 dans le contexte de maladies 
inflammatoires du SNC, le modèle murin de la SEP a été utilisé. 
L’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) a été induite par 
immunisation active avec le peptide myelin olygodendrocyte glycoprotein (MOG)35-
55, émulsifié dans l’adjuvant complet de Freund (CFA – complete Freund’s 
adjuvant), chez les souris de la souche C57BL/6. La caractérisation de l’expression 
et de la distribution de Ninjurin-1 dans le SNC des souris atteintes d’EAE a été 
effectuée. Araki et al. avaient observé que Ninjurin-1 est faiblement exprimée dans 
le SNC des rongeurs (Araki et al., 1997). Nos résultats ont confirmé les 
observations d’Araki et al, car Ninjurin-1 est faiblement exprimée dans la moelle 
épinière des souris naïves C57BL/6 (contrôle, Figure 8). Une fois la maladie 
établie, au jour 13, des immunobuvardages ont été effectués à partir de protéines 
isolées du SNC (moelle épinière) et ont démontré une augmentation de Ninjurin-1 
dans le SNC chez les souris atteintes d’EAE ayant des scores cliniques de 1 et de 
3, et ce comparé aux souris contrôles non-immunisées (Figure 8). Il est 
intéressant de noter qu’il y a une corrélation entre les scores cliniques des souris 
atteintes d’EAE et l’expression de Ninjurin-1 dans le SNC. Pour déterminer quels 
types cellulaires expriment Ninjurin-1 dans les infiltrats leucocytaires au sein du 
SNC des souris atteintes d’EAE, des analyses histopathologiques de l’expression 
de Ninjurin-1 dans les moelles épinières congelées ont été effectuées par 
microscopie confocale. Ces analyses ont permis d’observer que Ninjurin-1 est 
exprimées par la plupart des CPA myéloïdes infiltrant le SNC ainsi que la majorité 
des CE cérébrales (Figure 9). En effet, l’expression de Ninjurin-1 est co-localisée 
avec les marquages CMH II+ (CPA), CD11c+ (DC) et F4/80+ (macrophages) dans 
la moelle épinière des souris atteintes d’EAE avec un score clinique de 4, soit au 
pic de la maladie (jour 14 post-immunisation; Figure 9). Ces données sont en 
accord avec les données ex vivo et in vitro humaine où Ninjurin-1 est 
préférentiellement exprimée par les CPA myéloïdes, tout du moins au niveau du 
sang périphérique (de donneurs sains). 
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Figure 8 : L’expression de Ninjurin-1 augmente dans le SNC des souris atteintes 
d’EAE au pic de la maladie par immunobuvardage 
 
Analyse par immunobuvardage de l’expression de Ninjurin-1 dans la moelle épinière 
de souris de la souche C57BL/6 naïves (contrôle) et des souris atteintes 
d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) induite avec le peptide myelin 
oligodendroyte glycoprotein (MOG)35-55 et l’adjuvant complet de Freund (CFA) au pic 
de la maladie (jour 13 post-immunisation, scores cliniques de 1,0 et 3,0). La  β-actine 
a été utilisée comme contrôle interne de chargement. Les données montrées sont 
représentatives de deux expériences indépendantes.  
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Figure 9 : L’expression de Ninjurin-1 augmente dans le SNC des souris atteintes 
d’EAE au pic de la maladie par immunohistofluorescence 
 
Les moelles épinières congelées des souris de la souche C57BL/6 atteintes d’EAE suite à 
l’immunisation active avec le peptide MOG35-55/CFA au pic de la maladie (jour 14 post-
immunisation, score clinique de 4,0), ont été immunocolorées pour Ninjurin-1 (vert), les 
CPA CMH II+ (rouge, panneaux de gauche du haut), les DC CD11c+ (rouge, panneaux 
droite du haut) et les macrophages F4/80+ (rouge, panneaux du bas). Le TO-PRO-3 a été 
utilisé pour la coloration des noyaux (bleu). Les régions avec un fort grossissement 
confirment la co-localisation de Ninjurin-1 (vert) dans les CPA myéloïdes (rouge). Les 
données montrées sont représentatives de >20 champs obtenus de deux expériences 
indépendantes effectuées sur deux souris. Barres d’échelle: 30 μm.  
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4. L’expression de Ninjurin-1 augmente dans les lésions actives au sein du 
SNC des patients atteints de SEP 
 
 Comme pour l’EAE, la SEP est caractérisée par l’infiltration périvasculaire 
de cellules immunitaires au sein du SNC. Par conséquent, l’expression de Ninjurin-
1 dans le contexte de cette pathologie a été évaluée dans du tissu cérébral 
congelé post-mortem de patients atteints de SEP pour confirmer nos observations 
ex vivo et in vitro. Les analyses histopathologiques de l’endothélium vasculaire de 
la matière blanche d’apparence normale ont confirmé l’expression et la co-
localisation de Ninjurin-1 dans les CE-BHE qui expriment le marqueur Caveolin-1 
(panneaux du haut, Figure 10). Par contre, l’expression de Ninjurin-1 est faible 
dans l’endothélium vasculaire cérébral humain de la matière blanche d’apparence 
normale. Les lésions actives au sein du SNC des patients atteints de SEP 
contiennent des leucocytes qui participent au développement de cette maladie 
inflammatoire chronique. Dans le tissu cérébral des patients atteints de SEP, 
l’expression de Ninjurin-1 est augmentée dans les lésions actives caractérisées 
par des infiltrations de leucocytes périvasculaires et de démyélinisation active. En 
effet, Ninjurin-1 est fortement exprimée par les CE-BHE Caveolin-1+ (panneaux du 
bas, Figure 10) et par quelques cellules infiltrantes (flèches, panneaux du bas, 
Figure 10). En effet, les CPA myéloïdes, soit les CPA CMH II+, les macrophages 
CD68+ et les DC dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin (DC-
SIGN)/CD209+ infiltrants le SNC, de patients atteints de SEP, expriment la 
molécule d’adhérence Ninjurin-1 (Figure 11). Ces analyses permettent de 
confirmer que Ninjurin-1 est exprimée par les CPA myéloïdes humaines générées 
in vitro (Figure 7) et sur les CPA in situ ayant infiltré le SNC des patients atteints 
de SEP. 
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Figure 10 : L’expression de Ninjurin-1 augmente dans l’endothélium vasculaire 
dans des lésions actives au sein du SNC des patients atteints de SEP 
 
Immunohistofluoresence de Ninjurin-1 dans la matière blanche d’apparence normale 
(NAWM - normal appearing white matter; panneaux du haut) et dans une lésion active 
(panneaux du bas) du matériel post-mortem congelé du SNC d’un patient atteint de 
SEP. Co-expression de Ninjurin-1 (vert) et des CE Caveolin-1+ (rouge) dans la matière 
blanche d’apparence normale et dans les CE des lésions actives de patients atteints 
de SEP (astérisques). Des cellules ayant infiltré le SNC expriment également Ninjurin-
1 (flèches). Les images montrées sont représentatives de >20 champs obtenus 
d’immunohistocolorations effectuées sur 12 lésions actives et 15 matières blanches 
d’apparence normale obtenues à partir de matériel du SNC de trois patients atteints de 
SEP. Barres d’échelle: 30 μm. 
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Figure 11 : L’expression de Ninjurin-1 est élevée dans les CPA myéloïdes au 
sein des lésions actives cérébrales chez les patients atteints de SEP 
 
Analyse par microscopie confocale de lésions actives de SEP de l’expression de 
Ninjurin-1 (vert) et des CPA CMH II+ (rouge, panneaux du haut) ou des macrophages 
CD68+ (rouge, panneaux centraux) ou des DC DC-SIGN (rouge, panneaux du bas) 
dans du matériel post-mortem du SNC humain. La co-localisation de Ninjurin-1 (vert) 
et des CPA (rouge) est observée dans les panneaux de droite avec la coloration du 
noyau avec le TO-PRO-3 (bleu). Les images montrées sont représentatives de >20 
champs obtenus d’immunohistocolorations effectuées sur 12 lésions actives à partir de 
matériel congelé du SNC de trois patients atteints de SEP. Barre d’échelle: 30 μm. 
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5. La neutralisation de Ninjurin-1 restreint la migration des monocytes 
humains CD14+ à travers les CE-BHE humaines  
 
 Maintenant que l’expression de Ninjurin-1 a été établie sur les CPA 
myéloïdes qui ont infiltré le SNC dans le contexte de l’EAE et de la SEP, le rôle de 
Ninjurin-1 a été évalué dans la transmigration in vitro des leucocytes à travers les 
CE-BHE. Ninjurin-1 médie une adhérence de type homophilique (Araki et al., 1997) 
et nos résultats démontrent qu’elle est exprimée sur les cultures primaires de CE-
BHE humaines et par les CPA myéloïdes. D’une part, le modèle in vitro de la BHE 
humaine a été utilisé à l’aide de la chambre de Boyden modifiée (Schéma 4) (Prat 
et al., 2002). Dans la chambre du haut, une monocouche de CE-BHE a été mise 
en culture primaire sur une membrane poreuse recouverte de gélatine, pour mimer 
la matrice extracellulaire. Également, le milieu de culture utilisé a été supplémenté 
avec du milieu conditionné par les astrocytes pour mimer l’environnement 
physiologique de la BHE. D’ autre part, le peptide synthétique de 12 acides aminés 
bloquant dirigé contre le motif d’adhérence de Ninjurin a été utilisé. Tel que 
rapporté par Araki, ce peptide se lie et neutralise le motif d’adhérence de Ninjurin-1 
qui est situé entre les acides aminés 26 et 37 (appelé Ninj26-37) de la protéine. Le 
prétraitement d’une monocouche confluente de CE-BHE avec le peptide bloquant 
Ninj26-37 (0,4 mM) a significativement réduit la transmigration des monocytes 
CD14+ ex vivo et ce comparé aux CE-BHE prétraitées avec le peptide contrôle (0,4 
mM) (Figure 12). Par ailleurs, l’effet bloquant du peptide Ninj26–37 est spécifique 
aux cellules de la lignée myéloïde, car la migration de lymphocytes T CD4+ et 
CD8+ n’est pas affectée dans ce même modèle (Figure 13), probablement puisque 
l’expression de Ninjurin-1 sur les lymphocytes T est faible (Figures 5 et 6). De 
plus, le prétraitement de la monocouche des CE-BHE en présence d’un anticorps 
anti-Ninjurin-1 (10 μg/ml) a engendré un effet sur la transmigration des monocytes 
similaire au peptide bloquant Ninj26-37 et ce comparé à son contrôle isotypique (10 
μg/ml) (Figure 14, P< 0,05). Lors de la transmigration des leucocytes, Carman et 
Springer ont observé un réarrangement des molécules d’adhérence au niveau de 
la membrane des leucocytes pour permettre leur passage à travers l’endothélium 
vasculaire (Carman and Springer, 2004) lors de la diapédèse et forment une 
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« coupe transmigratoire ». Une reconstruction de l’axe Z (X-Z et Y-Z) par 
microscopie confocale a permis l’observation de l’interaction homophilique médiée 
par Ninjurin-1 (rouge) entre les monocytes CD14+ marqués au CFSE et les CE-
BHE (Figure 15). Ninjurin-1 est parallèlement positionné autour des monocytes 
possiblement pour favoriser leurs passages à travers les CE-BHE. Ainsi, ces 
données démontrent l’importance de Ninjurin-1 et l’importance de son interaction 
de type homophilique dans la transmigration des monocytes à travers les CE-BHE 
in vitro et suggèrent que Ninjurin-1 est impliquée dans la migration des CPA 
myéloïdes au sein du SNC in vivo. 
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Figure 12 : La neutralisation in vitro de Ninjurin-1, à l’aide d’un peptide bloquant 
Ninj26-37, restreint la migration des monocytes CD14+ à travers les CE-BHE 
humaines 
 
Dans le modèle in vitro de la BHE, des monocytes humains CD14+ ex vivo  ont migré 
à travers une monocouche confluente de CE-BHE humaines pendant 24 h en 
présence du peptide bloquant Ninjurin-1 (Ninj26-37; 0,4 mM) ou du peptide contrôle (0,4 
mM). La neutralisation de Ninjurin-1 restreint significativement la migration des 
monocytes CD14+ (P < 0,01) à travers les CE-BHE. Les données montrées sont 
représentatives de sept expériences indépendantes avec le même nombre de 
donneurs sains et ce effectué en triplicata.  
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Figure 13 : La neutralisation in vitro de Ninjurin-1 n’a aucun effet sur la 
transmigration des lymphocytes humains à travers les cultures primaires de CE-
BHE humaines 
 
Dans le modèle in vitro de la BHE, à l’aide de la chambre de Boyden modifiée, des 
lymphocytes humains CD4+ ou CD8+ ex vivo  ont migré à travers une monocouche 
confluente de CE-BHE humaines pendant 24 h en présence du peptide bloquant 
Ninjurin-1 (Ninj26-37; 0,4 mM) ou du peptide contrôle (0,4 mM). La neutralisation de 
Ninjurin-1 n’a aucun effet sur la migration des lymphocytes CD4+ ou CD8+ à travers les 
CE-BHE humaines. Les données montrées sont représentatives de trois (CD8+) et 
sept (CD4+) expériences indépendantes avec le même nombre de donneurs sains et 
ce effectué en triplicata.  
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Figure 14 : La neutralisation in vitro de Ninjurin-1, à l’aide d’un anticorps anti-
Ninjurin-1, restreint la migration des monocytes CD14+ à travers les CE-BHE 
humaines 
 
Dans le modèle in vitro de la BHE, des monocytes humains CD14+ ex vivo  ont migré 
à travers une monocouche confluente de CE-BHE humaines pendant 24 h en 
présence de l’anticorps anti-Ninjurin-1 (10 μg/ml) ou de son contrôle isotypique (10 
μg/ml). La neutralisation de Ninjurin-1 restreint significativement la migration des 
monocytes CD14+ (P < 0,05) à travers les CE-BHE humaines. Les données montrées 
sont représentatives de trois expériences indépendantes avec le même nombre de 
donneurs sains et ce effectué en triplicata.  
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Figure 15 : Ninjurin-1 s’accumule autour des monocytes lors de la 
transmigration à travers les CE-BHE humaines 
 
Des monocytes humains CD14+ marqués au (carboxyfluorescein succinimidyl ester) 
CFSE (vert) ont été déposés sur une monocouche confluente de cultures primaires de 
CE-BHE humaines préalablement traitées en présence des cytokines pro-
inflammatoires TNF et IFN-γ (100 U/ml, 8 h). Les cellules ont été fixées et 
immunocolorées pour observer l’expression de Ninjurin-1 (rouge, panneaux de 
gauche). Une reconstruction de l’axe Z de 15 μm (x-z et y-z) montre la localisation de 
Ninjurin-1 (rouge, flèches) autour des monocytes migrants marqués au CFSE (vert) et 
dans la coupe transmigratoire (flèches) au niveau des CE-BHE. Les données 
montrées sont représentatives de >20 champs obtenus à partir de quatre 
immunocolorations indépendantes effectuées avec quatre donneurs sains et deux 
préparations de CE-BHE différentes. Barre d’échelle: 20 μm.  
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6. La neutralisation de Ninjurin-1 n’a aucun effet sur la perméabilité des CE-
BHE  
 
 Certaines protéines jonctionnelles de la BHE, telles que la protéine des 
jonctions serrées junctional adhesion molecule (JAM)-A qui médie à la fois une 
adhérence de type homophilique entre les cellules endothéliales et joue un rôle 
dans la transmigration des monocytes (Martin-Padura et al., 1998). Étant donné 
que Ninjurin-1 médie également une adhérence de type homophilique et qu’elle est 
exprimée sur les CE-BHE, le rôle de Ninjurin-1 a été étudié pour observer sa 
contribution dans la perméabilité des CE-BHE en tant que protéine des jonctions 
serrées potentielle. Le modèle in vitro de la BHE a été utilisé pour mesurer la 
perméabilité des CE-BHE. Cette dernière a été déterminée par la diffusion du 
traceur soluble, l’albumine de sérum bovin (BSA - bovine serum albumin), 
conjugué au fluorochrome Fluorescein isothiocyanate (FITC). Les CE-BHE en 
croissance ont été traitées en présence du peptide bloquant Ninj26-37 (0,4 mM) ou 
du peptide contrôle (0,4 mM). Ensuite, la BSA-FITC a été ajoutée dans la chambre 
du haut et sa diffusion dans la chambre du bas par rapport à la chambre du haut a 
été mesurée à différents intervalles de temps, soit à 0, 2, 4, 12, 24, 48 et 72 h 
suivant l’addition du traceur soluble conjugué. La présence du peptide bloquant n’a 
pas eu d’effet sur le pourcentage de diffusion de la BSA-FITC et sur la perméabilité 
de la BHE (Figure 16). Cette expérience démontre que Ninjurin-1 n’est 
probablement pas une protéine des jonctions serrées et qu’elle ne participe pas à 
la formation de la BHE.  
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Figure 16 : La neutralisation in vitro de Ninjurin-1 n’a pas d’effet sur la 
perméabilité de la BHE humaine 
 
À l’aide de la chambre de Boyden modifiée, des CE-BHE ont été mises en cultures 
primaires en présence du peptide bloquant Ninj26-37 (0,4 mM) ou du peptide contrôle 
(0,4 mM) dans la chambre du haut du modèle in vitro de la BHE. Le traceur soluble 
conjugué à un fluorochrome (BSA-FITC; 50 μg/ml) a été ajouté dans la chambre du 
haut. À 0, 2, 6, 24, 48 et 72 heures suivant l’addition du traceur conjugué, le 
pourcentage de diffusion de la BSA-FITC a été mesuré dans la chambre du bas par 
rapport à la chambre du haut. Ninjurin-1 n’a pas d’effet sur la perméabilité des CE-
BHE humaines. Les données montrées représentent trois expériences indépendantes 
effectuées sur trois préparations de CE-BHE différentes et ce effectué en triplicata. 
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7. Ninjurin-1 n’affecte ni l’activation et ni la prolifération des lymphocytes T 
 
 La présentation antigénique est un phénomène important pour l’initiation et 
le maintient d’une réponse immunitaire. L’interaction des CPA et des lymphocytes 
T, par l’intermédiaire du CMH de classe II et du complexe récepteur des cellules T 
(RCT)-CD3 est accompagnée de signaux de costimulation pour permettre une 
activation complète des lymphocytes T. D’ailleurs, l’interaction entre la molécule 
d’adhérence ICAM-1 et l’intégrine lymphocyte function-associated antigen (LFA)-1 
y joue aussi un rôle, car ces molécules permettent de stabiliser l’interaction entre 
les CPA et les lymphocytes T (Dang et al., 1990). Conséquemment, il est important 
de déterminer si Ninjurin-1 pourrait jouer un rôle dans cette interaction. Suivant le 
marquage au Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) des PBMC, les 
lymphocytes ont été activés de façon non-spécifique en présence de l’anticorps 
soluble anti-CD3 et de l’IL-2 recombinant pendant 6 jours. Pour observer l’effet de 
la neutralisation du motif d’adhérence de Ninjurin-1, les PBMC ont été traitées en 
présence du peptide bloquant Ninj26-37 (0,4 mM) ou du peptide contrôle (0,4 mM). 
L’analyse par cytométrie de flux des PBMC traitées avec le bloquant Ninj26-37 n’a 
démontré aucune différence dans la dilution du CFSE incorporé dans les 
lymphocytes T CD3+ qui ont proliféré et ce comparé avec le peptide contrôle 
(Figure 17). De plus, l’expression du marqueur d’activation CD25, soit le récepteur 
de l’IL-2 exprimé par les lymphocytes T CD3+, n’est pas modifiée en présence du 
peptide bloquant Ninj26-37 (Figure 18). Ceci démontre que la neutralisation in vitro 
de Ninjurin-1 n’a aucun effet sur l’activation et la prolifération des lymphocytes T.  
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Figure 17 : Ninjurin-1 n’affecte pas la prolifération des lymphocytes T humains 
 
Activation non-spécifique des lymphocytes T CD3+ humains, marquées au 
(carboxyfluorescein succinimidyl ester) CFSE, en présence du peptide bloquant Ninj26-
37 (0,4 mM) ou du peptide contrôle (0,4 mM). La neutralisation de Ninjurin-1 n’a pas 
d’effet sur la dilution du CFSE dans les lymphocytes T humains activés. Les données 
montrées sont représentatives de trois expériences indépendantes obtenues à partir 
de trois donneurs sains.  
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Figure 18 : Ninjurin-1 n’affecte pas l’activation des lymphocytes T humains 
 
Analyse par cytométrie de flux de l’expression de CD3 et du marqueur d’activation 
CD25 sur les lymphocytes T humains activés de manière non-spécifique en présence 
du peptide bloquant Ninj26-37 (0,4 mM) ou du peptide contrôle (0,4 mM). Ninjurin-1 
n’affecte pas l’expression du marqueur d’activation CD25 sur les lymphocytes T CD3+ 
activés. Les données montrées sont représentatives de trois expériences 
indépendantes obtenues à partir de trois donneurs sains. 
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8. La neutralisation in vivo de Ninjurin-1 améliore les scores cliniques des 
souris atteintes d’EAE et réduit l’infiltration des CPA myéloïdes au sein du 
SNC 
 
 L’initiation, la persistance et la récurrence de l’inflammation au sein du SNC 
dans l’EAE dépend en grande partie de la présence de CPA professionnelles dans 
le SNC (McMahon et al., 2005). En effet, Huitinga et al., Tran et al. ainsi que King 
et al. ont démontré que la déplétion systémique des monocytes résulte en une 
diminution importante dans le développement et la sévérité de l’EAE (Huitinga et 
al., 1995; Tran et al., 1998). Ninjurin-1 a un effet sur le recrutement des monocytes 
CD14+ humains à travers les CE-BHE in vitro, sans affecter le recrutement des 
lymphocytes T. Pour évaluer le rôle de Ninjurin-1 dans le développement de l’EAE, 
les souris de la souche C57BL/6 ont été immunisées de façon active en présence 
du peptide myelin oligodendroyte glycoprotein (MOG)35-55 et de l’adjuvant complet 
de Freund (CFA) administrés de façon sous-cutanée au jour 0. Ces souris 
développent une maladie monophasique chronique avec des symptômes 
ascendants. Deux injections intra-péritonéales par jour du peptide bloquant Ninj26-
37 (200 μg/injection) ont été administrées aux souris du jour 3 au jour 23 post-
immunisation. Le groupe témoin a reçu des injections du peptide contrôle 
(200μg/injection, 2 injections/jour) qui ont été administrées de la même manière. 
La courbe des scores cliniques des souris traitées en présence du peptide 
bloquant a démontré une réduction significative des signes neurologiques et des 
symptômes et ce comparé aux souris du groupe contrôle (Figure 19, P < 0,05, 
n=8, 2 expériences indépendantes). D’ailleurs, le nombre de souris qui ont atteint 
un score clinique de 3 ou plus est inférieur chez les souris traitées avec le peptide 
Ninj26-37 comparé au groupe contrôle (Tableau I).  
 
 Pour vérifier l’effet de l’administration du peptide bloquant Ninj26-37 sur la 
pathologie de l’EAE, des analyses histopathologiques ont été effectuées. D’une 
part, les deux paramètres importants dans le développement de l’EAE ont été 
évalués. La démyélinisation et l’infiltration de cellules immunitaires ont été 
déterminées par la coloration du tissu congelé du SNC (moelle épinière) avec le 
Luxol Fast Blue et l’hématoxyline & l’éosine. Ces colorations ont démontré que 
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l’administration du peptide bloquant Ninj26-37 diminue l’ampleur de la 
démyélinisation (Figure 20). Il est intéressant de noter que l’infiltration des cellules 
au sein du SNC des souris atteintes d’EAE est restreinte principalement aux 
méninges par rapport à la plupart des cellules infiltrantes des souris du groupe 
témoin qui ont atteint le parenchyme de la moelle épinière (Figure 20). De plus, 
une diminution de l’infiltration dans le SNC des souris traitées avec le bloquant 
Ninj26-37 est observée et ce comparé aux souris du groupe contrôle (Figure 20). 
D’une autre part, grâce à l’immunohistofluorescence et à la microscopie confocale 
une diminution des CPA CMH II+, des DC CD11c+ et des macrophages F4/80+ 
infiltrant la moelle épinière des souris atteintes d’EAE traitées avec le peptide 
bloquant Ninj26-37 est également observée et ce comparé au groupe contrôle 
(Figure 21). Il est intéressant de noter que les cellules infiltrantes dans la moelle 
épinière des souris traitées avec le peptide Ninj26-37 sont restreintes à la périphérie 
de la moelle épinière, soit dans les méninges. Ainsi, l’administration du peptide 
bloquant Ninj26-37 semble empêcher l’entrée des CPA dans le parenchyme de la 
moelle épinière. Une analyse semi-quantitative du nombre des CPA CMH II+, des 
DC CD11c+ et des macrophages F4/80+ infiltrants a permis de confirmer qu’il y a 
une diminution significative de ces cellules dans les moelles épinières des souris 
atteintes d’EAE chez les souris traitées avec le peptide bloquant Ninj26-37 (Figure 
22). Ces données démontrent que la molécule d’adhérence Ninjurin-1 et son motif 
d’adhérence sont impliqués dans la transmigration des CPA myéloïdes au sein du 
SNC des souris atteinte d’EAE et que sa neutralisation affecte le développement 
de la pathologie. 
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Figure 19 : La neutralisation in vivo de Ninjurin-1 améliore les scores cliniques 
des souris atteintes d’EAE 
 
L’EAE a été induite par immunisation active chez les souris C57BL/6 avec le peptide 
MOG35-55 et l’adjuvant complet de Freund (CFA). Le peptide bloquant Ninj26-37 a été 
injecté de façon intra-péritonéale (●; 200 μg/injection, 2 injections/jour) du jour 3 au 
jour 23 post-immunisation. Les animaux du groupe contrôle ont reçu le peptide 
contrôle de la même manière (○, Ninj26-37; 200 μg/injection, 2 injections/jour). Les 
souris traitées avec le bloquant Ninj26-37 (●) montrent une réduction significative des 
scores cliniques comparés aux animaux contrôles (○). Les données montrées sont 
représentatives de deux expériences indépendantes obtenues à partir de huit souris 
par groupe. 
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Tableau I: Diminution de la sévérité de la maladie chez les souris atteintes 
d’EAE traitées avec le peptide bloquant Ninj26−37 
 
 Score Clinique d’EAE ≥ 3,0 
Groupes Jour 11 Jour 12 Jour 13 Jour 14 Jour 15 Jour 16 Jour 17
Contrôle 0/8 0/8 4/8* 4/8* 4/8* 4/8* 4/8* 
Ninj26-37 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 
 
 
Les souris de la souche C57BL/6 ont été immunisées de façon active en présence du 
peptide myelin oligodendroyte glycoprotein (MOG)35-55 et de l’adjuvant complet de 
Freund (CFA) qui ont été administrés de façon sous-cutanée au jour 0. Les souris ont 
reçu deux injections intra-péritonéales par jour du peptide bloquant Ninj26-37 (200 
μg/injection) du jour 3 au jour 23 post-immunisation. Le groupe témoin a reçu des 
injections du peptide contrôle qui ont été administrées de la même manière. Ces 
données représentent les souris ayant un score clique de ≥ 3,0, du jour 11 à 17, sur le 
nombre total d’animaux analysés (n = 8 ; *, P < 0.05; 2 expériences indépendantes). 
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Figure 20 : La neutralisation in vivo de Ninjurin-1 réduit l’infiltration de cellules 
immunitaires et la démyélinisation au sein du SNC des souris atteintes d’EAE 
 
L’EAE a été induite par immunisation active chez les souris C57BL/6 avec le peptide 
MOG35-55/CFA. Le peptide bloquant Ninj26-37 a été injecté de façon intra-péritonéale 
(Ninj26-37; 200 μg/injection, 2 injections/jour) du jour 3 au jour 23 post-immunisation. 
Les animaux du groupe contrôle ont reçu le peptide contrôle de la même manière 
(contrôle, Ninj26-37; 200 μg/injection, 2 injections/jour). Une coloration au Luxol Fast 
Blue et à l’Hématoxyline & l’Éosine a été effectuée sur des moelles épinières congelés 
(jour 14 post-immunisation; scores cliniques de 4 et 3 pour les souris traitées avec le 
peptide contrôle et le bloquant Ninj26-37, respectivement). Les souris atteintes d’EAE 
traitées avec le peptide bloquant Ninj26-37 montrent une réduction des cellules 
immunitaires infiltrantes (flèches) et une réduction de la démyélinisation (région 
délimitée par la ligne pointillée) et ce comparé au groupe contrôle. La ligne pointillée 
définie la région démyélinisée. Les données montrées sont représentatives de >20 
champs de matériel post-mortem congelé de quatre animaux au pic de la maladie (jour 
14 post-immunisation) de deux expériences indépendantes obtenues de huit souris 
par groupe. Barres d’échelle: 50 μm.  
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Figure 21 : La neutralisation in vivo de Ninjurin-1 réduit l’infiltration des CPA 
myéloïdes au sein du SNC des souris atteintes d’EAE 
 
L’EAE a été induite par immunisation active chez les souris C57BL/6 avec le peptide 
MOG35-55/CFA. Le peptide bloquant Ninj26-37 ou le peptide contrôle ont été injectés de façon 
intra-péritonéale (200 μg/injection, 2 injections/jour) du jour 3 au jour 23 post-
immunisation. L’analyse des immunohistocolorations des moelles épinières (jour 14 post-
immunisation; scores cliniques de 4 et 3 pour les souris traitées avec le peptide contrôle et 
le bloquant Ninj26-37, respectivement) confirment la réduction des CPA CMH II+ (rouge, 
panneaux du haut), des macrophages F4/80+ (rouge, panneaux centraux) et des DC 
CD11c+ (rouge, panneaux du bas) chez les souris traitées avec le peptide Ninj26-37 et ce 
comparé au groupe contrôle. Les noyaux sont immunocolorés avec le TO-PRO-3 (bleu). 
Les données montrées sont représentatives de >20 champs de matériel post-mortem 
congelé de quatre animaux au pic de la maladie (jour 14 post-immunisation). Barres 
d’échelle: 30 μm 
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Figure 22 : La neutralisation in vivo de Ninjurin-1 réduit significativement 
l’infiltration des CPA myéloïdes au sein du SNC des souris atteintes d’EAE 
 
L’EAE a été induite par immunisation active chez les souris C57BL/6 avec le peptide 
MOG35-55/CFA. Le peptide bloquant Ninj26-37 ou le peptide contrôle ont été injecté de 
façon intra-péritonéale (200 μg/injection, 2 injections/jour) du jour 3 au jour 23 post-
immunisation. L’analyse semi-quantitative du nombre de cellules infiltrantes dans les 
immunohistocolorations des moelles épinières des souris traitées avec le peptide 
Ninj26-37 comparé aux souris contrôles montrées dans la Figure 21 (jour 14 post-
immunisation; scores cliniques de 4 et 3 pour les souris traitées avec le peptide 
contrôle et le bloquant Ninj26-37, respectivement) démontrent une réduction significative 
des macrophages F4/80+ (P < 0,001) et DC CD11c+ (P < 0,05) chez les souris traitées 
avec le bloquant Ninj26-37 et ce comparé a groupe contrôle. Les données montrées 
sont représentatives de >20 champs de matériel post-mortem congelé de quatre 
animaux au pic de la maladie (jour 14 post-immunisation).  
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 La migration des cellules immunitaires au sein du système nerveux central 
(SNC) est une étape cruciale menant à leur accumulation et à l’inflammation 
cérébrale chez les patients atteints de sclérose en plaques (SEP). Cette maladie 
chronique de nature auto-immune se caractérise par des lésions inflammatoires 
démyélinisantes et par des dommages axonaux dans le SNC qui sont associés à 
la fragilisation de la barrière hémato-encéphalique (BHE). Plusieurs facteurs, dont 
les molécules d’adhérence, sont impliqués dans le recrutement des leucocytes au 
sein du SNC et dans leur transmigration à travers la BHE. Suite à une analyse par 
protéomique effectuée sur des cellules endothéliales de la BHE (CE-BHE) 
humaine, Nerve injury-induced protein (Ninjurin)-1 a été identifiée comme candidat 
potentiellement impliqué dans le recrutement des leucocytes vers le SNC. Ninjurin-
1 a été décrite comme une molécule d'adhérence qui facilite la régénération 
neuronale de façon homotypique (Ninjurin-1-Ninjurin-1) dans le système nerveux 
périphérique (SNP) (Araki et al., 1997). Dans le présent mémoire, les expériences 
qui ont été effectuées portent sur le rôle spécifique de Ninjurin-1 dans la 
transmigration de cellules présentatrices d’antigène (CPA) myéloïdes, au niveau 
de la BHE et au sein du SNC.  
 
 
D’une part l’expression et la régulation de Ninjurin-1 ont été analysées dans 
les CE-BHE humaines, ainsi que dans les leucocytes humains et murins. Ninjurin-1 
est exprimée par les CE cérébrales humaines in vitro et in situ et son expression 
augmente dans un contexte inflammatoire. L’augmentation de l’expression de 
Ninjurin-1 est accompagnée de son accumulation dans les radeaux lipidiques (RL) 
des CE-BHE traitées en présence de cytokines pro-inflammatoires. Dans un 
contexte inflammatoire, l’expression de différentes molécules d’adhérence telle qu’ 
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) et vascular cell adhesion molecule-1 
(VCAM-1), deux molécules de la superfamille des immunoglobulines qui sont 
exprimées à la surface des CE-BHE, augmente sur l’endothélium vasculaire pour 
permettre l’acheminement des différents leucocytes au site inflammatoire (Man et 
al., 2007; Engelhardt et al., 1997; Steffen et al., 1994; Bo et al., 1996; Washington 
et al., 1994; Cannella and Raine, 1995). Ainsi, tenant compte de la similarité 
d’expression entre Ninjurin-1 et ICAM-1, l’hypothèse générale a été que Ninjurin-1 
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serait possiblement impliquée dans le recrutement des cellules immunitaires au 
sein du SNC. Ninjurin-1 est également exprimée par différents leucocytes humains 
et murins, mais préférentiellement par les CPA myéloïdes, soit les monocytes 
CD14+, les macrophages et les cellules dendritiques (DC). D’ailleurs, il y a une 
corrélation entre l’expression de Ninjurin-1 et l’état de différenciation des 
monocytes et des CPA myéloïdes. Dans les lésions actives au sein du SNC des 
patients atteints de SEP et des souris atteintes d’EAE, les CPA myéloïdes 
retrouvées expriment des niveaux élevés de Ninjurin-1. Ainsi, le profil d’expression 
de Ninjurin-1 sur l’endothélium et sur les différents leucocytes de la lignée 
myéloïde ainsi que son adhérence de type homophilique suggèrent que cette 
molécule d’adhérence jouerait un rôle dans le recrutement des monocytes et des 
CPA myéloïdes au sein du SNC. Récemment, une étude réalisée par le groupe de 
Kyu-Won Kim a évaluée l’expression de Ninjurin-1 dans l’EAE induite chez le rat 
(Ahn et al., 2009). Ils ont démontré que l’expression de Ninjurin-1 augmente dans 
le SNC (cerveau) et le sang des rats atteints d’EAE (Ahn et al., 2009). De plus, ils 
ont observé que Ninjurin-1 est exprimée dans l’endothélium vasculaire, dans les 
cellules myéloïdes (monocytes et macrophages) et non sur les cellules lymphoïdes 
(lymphocytes T et B) ayant infiltrés le SNC des rats atteints d’EAE, confirmant ainsi 
le profil d’expression de Ninjurin-1 qui a été observé dans cette présente étude.  
 
 
D’une autre part, le rôle fonctionnel de Ninjurin-1 a été étudié au niveau de 
la BHE humaine dans la transmigration de différents leucocytes, dans la 
perméabilité des CE-BHE et il a également été étudié au niveau de la l’activation 
des lymphocytes T. Grâce au modèle in vitro de la BHE humaine, l’efficacité du 
peptide synthétique neutralisant le motif d’adhérence de Ninjurin-1 (Ninj26-37) a 
réduit spécifiquement la migration des monocytes CD14+ à travers une 
monocouche de CE-BHE, sans affecter la migration des lymphocytes T CD4+ et 
CD8+. Un anticorps anti-Ninjurin-1 a aussi eu le même effet sur la migration 
transendothéliale des monocytes. La neutralisation de Ninjurin-1 affecte ainsi la 
transmigration d’une sous-population particulière de leucocytes, soit les CPA 
myéloïdes. Certaines molécules d’adhérence jonctionnelles des CE-BHE, telle 
JAM-A qui médie une adhérence de type homophilique, jouent aussi un rôle dans 
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la transmigration des monocytes et dans la perméabilité des CE-BHE (Martin-
Padura et al., 1998). Ninjurin-1 ne serait pas une protéine des jonctions serrées 
des CE-BHE, étant donné que la neutralisation de son motif d’adhérence n’a pas 
d’effet sur la perméabilité des CE-BHE, tel qu’évalué in vitro dans notre modèle. 
Ainsi, le rôle de Ninjurin-1 est spécifique à la migration des monocytes CD14+. 
Enfin, Anh et al. ont suggéré que Ninjurin-1 pourrait jouer un rôle dans la 
transmigration des cellules de la lignée myéloïde à travers la BHE, suite à 
l’observation de la forte adhérence entre les CE de la micro-vascularisation du 
cerveau humain (similaires aux CE-BHE) et les cellules de la lignée cellulaire BV2 
(monocytes murins) surexprimant Ninjurin-1 (Ahn et al., 2009). Aucune étude 
fonctionnelle n’a été effectuée pour démontrer leur hypothèse. Le travail effectué 
au sein du laboratoire du Dr. Prat démontre le rôle important et spécifique que joue 
Ninjurin-1 dans la migration transendothéliale des monocytes, qui sont considérés 
comme étant les précurseurs des macrophages et des DC. Par ailleurs, des 
expériences effectuées suggèrent aussi que l’adhérence homophilique de Ninjurin-
1 entre les CPA et les lymphocytes ne parvient pas à stabiliser l’interaction de ces 
deux cellules et ne semble pas participer à l’activation et à la prolifération des 
lymphocytes T. Conséquemment Ninjurin-1 ne semble pas être une molécule de 
costimulation, tel que précédemment démontré pour d’autres molécules 
d’adhérence comme ICAM-1 (Dang et al., 1990). Enfin, la neutralisation de 
Ninjurin-1 chez la souris atteinte d’EAE a été effectuée pour étudier l’effet sur le 
recrutement in vivo de leucocytes vers le SNC. Une réduction significative de la 
sévérité de la maladie a été observée chez les souris atteintes d’EAE et traitées 
avec le bloquant Ninj26-37, par rapport au groupe contrôle. Les analyses 
histopathologiques du SNC de ces souris confirment une importante réduction du 
dommage tissulaire et de l’infiltration des CPA myéloïdes chez les animaux traités 
avec Ninj26-37 et ce comparé au groupe contrôle. Dans la SEP et l’EAE, les CPA 
myéloïdes sont importantes au sein du SNC, puisque qu’elles permettent le 
recrutement de cellules inflammatoires et la réactivation des lymphocytes T. 
Plusieurs études démontrent le rôle crucial des cellules myéloïdes et de leurs 
molécules d’adhérence dans la neuroinflammation et dans la destruction tissulaire 
(Greter et al., 2005; King et al., 2009). Enfin, ces résultats permettent d’établir que 
Ninjurin-1 est une nouvelle molécule d’adhérence de la BHE humaine et animale 
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jouant un rôle important et spécifique dans le recrutement des CPA myéloïdes au 
sein du SNC.  
 
 
La migration des leucocytes est orchestrée par l’expression de molécules 
d’adhérence exprimées sur l’endothélium vasculaire et de leurs contre-ligands 
exprimés par les leucocytes. Par exemple, l’interaction entre les molécules 
d’adhérence cellulaire des CE-BHE, ICAM-1 et VCAM-1 avec leurs récepteurs 
leucocytaires respectifs lymphocyte function-associated antigen (LFA)-1 et very 
late antigen (VLA)-4 est essentielle pour la transmigration de plusieurs leucocytes 
au sein du SNC. Le modèle de l’EAE a permis de confirmer plusieurs études in 
vitro concernant l’activation ou la transmigration des leucocytes et a également 
permis de démontrer le rôle que jouent différentes molécules dans le 
développement et la sévérité de la maladie. En effet, suite à des études in vivo, les 
quatre traitements suivants ont pus être administrés aux patients atteints de SEP; 
soit l’interféron (IFN)-β, le Glatiramer Acétate, le Mitoxantrone et le Natalizumab 
(Korn, 2008; Bennett and Stuve, 2009). L’anticorps monoclonal Natalizumab 
neutralise l’intégrine α4 (VLA-4) qui est exprimée par les leucocytes et qui se lie à 
VCAM-1 sur les CE-BHE. Cette intégrine est importante pour la transmigration de 
la plupart des leucocytes, tels que les lymphocytes T, les monocytes, les DC et les 
neutrophiles et sa neutralisation bloque le recrutement de tous ces leucocytes 
incluant ceux qui sont responsables de l’immunosurveillance du SNC. Chez un 
faible pourcentage des patients traités avec le Natalizumab, la réactivation d’un 
virus dormant, le JC polyomavirus, a eu lieu et 59 patients ont soufferts de 
leucoencéphalopathie multifocale progressive (LMP). Huit d’entre eux sont 
décédés de cette maladie très difficile à contrôler (Clifford et al., 2010). Les effets 
secondaires rencontrés lors de la neutralisation de VLA-4, une molécule 
d’adhérence exprimée sur l’ensemble des leucocytes, suggère qu’une 
neutralisation plus spécifique affectant certains sous-types de leucocytes pourrait 
présenter les mêmes bénéfices thérapeutiques sans les effets secondaires sérieux 
rencontrés avec Natalizumab. En outre, une neutralisation spécifique qui 
n’affecterait pas la migration des lymphocytes CD4 et CD8 permettrait de protéger 
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le SNC des différentes infections bactériennes, virales ou parasitaires, puisque la 
réactivation lymphocytaire dans ce cas-ci se fait à travers les CPA résidentes du 
SNC, les microglies. Ainsi, des études plus approfondies sont nécessaires pour 
développer des thérapies spécifiques qui bloquent l’entrée d’une sous-population 
leucocytaire en particulier. Les travaux présentés ici montrent qu’il est possible de 
neutraliser l’entrée des CPA myéloïdes de façon relativement spécifique et 
suggèrent que cette thérapie pourrait présenter un bénéfice thérapeutique en SEP.  
 
 
Dans ce mémoire, la régulation de Ninjurin-1 a principalement été étudiée 
dans un contexte inflammatoire pour mimer le microenvironnement dans le SNC 
des patients atteints de SEP. Plusieurs traitements disponibles pour la SEP 
possèdent des caractéristiques anti-inflammatoires. En effet, il serait intéressant de 
traiter les CE-BHE en présence de cytokines anti-inflammatoires, telles que l’IFN-
β, afin d’observer la régulation de l’expression de Ninjurin-1 sur l’endothélium 
vasculaire. De plus, l’expression de Ninjurin-1 diminue légèrement en présence de 
milieu conditionné par les astrocytes. Les astrocytes qui entourent les CE-BHE, 
sécrètent différents facteurs solubles qui protègent la BHE et contribuent à ses 
propriétés en diminuant la perméabilité des CE-BHE et en diminuant l’infiltration de 
cellules immunitaires vers le SNC (Siddharthan et al., 2007). L’étude du profil 
d’expression des leucocytes présents dans le système périphérique des patients 
atteints de SEP serait nécessaire pour observer l’expression de Ninjurin-1 chez 
ces patients. Ainsi, l’évaluation des monocytes CD14+ des patients atteints de SEP 
est importante pour déterminer si l’expression de Ninjurin-1 est plus élevée à la 
surface membranaire pour favoriser leur recrutement au sein de SNC et le 
développement subséquent de l’inflammation cérébrale. Le liquide 
céphalorachidien (LCR) des patients atteints de SEP est également utilisé à des 
fins de diagnostiques et ce combiné avec d’autres tests. En effet, le LCR nous 
procure une représentation des molécules ou cellules présentes dans le SNC, tels 
que différents sous-type de leucocytes, des cytokines et des immunoglobulines. 
Ainsi, l’étude du profil d’expression de Ninjurin-1 sur les leucocytes présents dans 
le LCR, soit les leucocytes qui ont traversé la BHE et qui ont atteints le SNC des 
patients atteints de SEP, nous procurera une représentation de la régulation de 
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Ninjurin-1 chez les patients atteints de SEP. L’évaluation de Ninjurin-1 sur les 
microglies, des CPA non-professionnelles serait aussi importante pour observer 
l’expression de cette molécule d’adhérence sur ces CPA résidentes du SNC. 
L’étude de son expression et de son éventuelle fonction, au niveau des microglies, 
dans des conditions basales ou des conditions inflammatoires expérimentales sera 
également intéressante.  
 
 
Récemment, le laboratoire du Dr. Prat a développé avec le Knockout Mice 
Project (KOMP, NIH) une souris déficiente en Ninjurin-1 (Ninjurin-1-/-). La 
séquence nucléotidique mutée inclut le motif d’adhérence de Ninjurin-1 (acides 
aminés 26 à 37) qui est important pour l’adhérence homophilique entre les CPA 
myéloïdes et l’endothélium vasculaire. L’usage de cette souris permettra la 
confirmation des résultats obtenus dans cette étude chez la souris atteinte d’EAE 
et permettra d’évaluer le rôle de Ninjurin-1 dans d’autres maladies auto-immunes 
ou inflammatoires. Il faut mentionner qu’une adhérence de type hétérophilique 
n’est pas exclue et que Ninjurin-1 pourrait avoir d’autres contre-ligands, élargissant 
ainsi le rôle qu’elle pourrait jouer dans d’autres maladies, dans d’autres organes et 
dans d’autres processus pathologiques. L’administration de l’anticorps anti-
Ninjurin-1 chez les souris atteintes d’EAE serait également importante pour évaluer 
si les effets seraient comparables à l’administration du peptide bloquant Ninj26-37, 
vu qu’un effet a été observé dans la transmigration des monocytes CD14+ à 
travers les CE-BHE. De plus, la majorité des personnes atteintes de SEP ont la 
forme cyclique (80%) qui est caractérisée par des périodes de rémissions et des 
périodes de poussées. Tel qu’indiqué plus haut, l’EAE induite chez la souris de la 
souche SJL avec le peptide PLP139-151 développent l’EAE de forme cyclique 
caractérisée par des périodes de rémission et de poussées (Baxter, 2007). 
L’utilisation de ce modèle serait plus appropriée pour se rapprocher de ce qui se 
passe chez la majorité des patients atteints de SEP et l’administration du peptide 
bloquant Ninj26-37 ou de l’anticorps anti-Ninjurin-1 pourrait avoir lieu suite à 
l’apparition des symptômes chez la souris, lorsque la maladie sera établie. Ainsi, 
l’administration du peptide bloquant ou de l’anticorps bloquant Ninjurin-1 suite à 
l’apparition des symptômes serait essentielle pour mimer l’administration des 
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traitements actuels aux patients atteints de SEP vu qu’il y a toujours un 
approvisionnement de CPA au sein du SNC. Donc, on pourra avoir la chance de 
diminuer l’infiltration de CPA au sein du SNC. Enfin, des études de 
pharmacocinétiques seront nécessaires pour évaluer la distribution du peptide 
bloquant Ninj26-37 in vivo et sa toxicité à long terme en vue d’essais chez l’humain. 
La génération de peptides plus stables métaboliquement pourrait être aussi 
envisagée.  
 
 
Cette présente étude a permis de démontrer que Ninjurin-1 est une nouvelle 
molécule d’adhérence qui est spécifiquement impliquée dans le recrutement de 
CPA myéloïdes au sein du SNC (Schéma 7) sans affecter celui des lymphocytes 
T. L’identification et la caractérisation de nouvelles molécules de la BHE humaine 
contribuera aussi à une meilleure compréhension de la biologie du SNC et mènera 
éventuellement à la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques pour moduler 
les propriétés de la BHE. Ainsi, Ninjurin-1 constitue une nouvelle cible 
thérapeutique pour atténuer l’inflammation cérébrale.  
 
Sang
SNC
Monocyte
Ninjurin-1
 
Schéma 7 : Ninjurin-1 est une molécule d’adhérence de la BHE impliquée dans le 
recrutement des CPA myéloïdes vers le SNC 
Ninjurin-1 est une nouvelle molécule d’adhérence qui est exprimée sur l’endothélium vasculaire de la BHE et 
qui est préférentiellement exprimée sur les CPA myéloïdes. La neutralisation de Ninjurin-1 dans le modèle in 
vitro de la BHE et in vivo chez les souris atteintes d’EAE a permis de déterminer que Ninjurin-1 favorise le 
recrutement des monocytes à travers la BHE. Cette fonction spécifique de Ninjurin-1 fait de cette nouvelle 
molécule d’adhérence une cible thérapeutique intéressante. 
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